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§ 1. — Norions coMPLEMENTAIRES RELATIVES AUX SERUMS HEMOLYTIQUES. 


Nous nous proposons d’exposer en premier lieu, dans le 
présent article, quelques notions nouvelles relatives aux sérums 
antihématiques *; ces sérums, on le sait, proviennent d’animaux 
qui ont été traités par des injections de sang d'une espéce 
animale étrangére. Ensuite, nous étudierons sommairement. les 
propriétés principales d’une antitoxine capable de s’opposer a 
Vinfluence destructive exercée sur des globules rouges par un 
sérum hémolytique. Pour terminer, nous reviendrons sur les 
théories qui ont été émises pour expliquer les propriétés cyto- 
lytiques des divers immunsérums, et nous rechercherons quelles 
sont, parmi ces théories, celles que les faits expérimentaux 
corroborent. 


4, Pour désigner les sérums antihématiques. nous emploierons trés frequem- 
ment les termes « sérums hémolytiques » ou de préférence « hémotoxines ». Si 
nous adoptons ce dernier mot, Vantitoxine d’un sérum hémolytique s’appellera 
« antihémotoxine ». Ces termes sont d’un emploi commode. Ils sont suggérés 
par M. Metchnikoff, qui, on le sait, appelle spermotoxine le sérum actif vis-a-vis 
des -spermatozoides, leucotoxine celui qui détruit les leucocytes. — Le terme 
général de « sérums cytolytiques » ou « cytotoxiques » désignera les divers 
immunsérums capables de détruire énergiquement soit des microbes, soit des 
cellules (globules rouges, etc.). 


ig 
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Nous nous en tiendrons, dans les pages qui suivent, a un 
exemple unique de sérum hémolytique. Nous choisissons celui 
que fournissent les cobayes traités par le sang de lapin. C’est le 
sérum dont nous nous sommes occupé en premier lieu, lorsque 
nous avons fait connailre les sérums antihématiyues. On 
Vobtient trés facilement, les cobayes fournissant un sérum déja 
tres actif aprés avoir été soumis & 2 ou 3 injections, sous la 
peau, de 3-5 c.c. de sang défibriné de lapin. Ce sérum agglutine 
et détruit les hématies de ce dernier animal, tout en respectant 
les globules rouges provenant d’animaux différents. 

Les propriétés de ce sérum ont été décrites avec détails 
dans un mémoire antérieur (1898); nous croyons donc inutile 
de préciser & nouveau le réle joué dans l’hémolyse par les 
deux substances que posséde un sérum antihématique, a savoir 
Palexine' ou matiére globulicide proprement dite, destructible 
a 55°, et la sensibilisatrice ou anticorps spécifique (matiére 
préventive), résistant davantage al’élévation de la température. 
Nous devons du reste résumer plus loin l'ensemble de ces 
notions, a propos des théories relatives aux sérums bactéricides 
ou hémolytiques. Rappelons seulement que l'une de ces subs- 
tances, ’alexine, se rencontre aussi bien dans le sérum neuf 
que dans l’immunsérum. Le réle de la sensibilisatrice est de 
rendre les globules trés sensibles & Vinfluence cytolytique de 
Yalexine. Nous croyons inutile de répéter, en décrivant les 
expériences, que le chauflage a 55° (on chauffe les sérums pen- 
dant une demi-heure) détruit toujours complétement les pro- 


priétés cylolyltiques des divers sérums mentionnés dans cet 
arlicle. 


1° Propriétés dissolvantes Walexines diverses en présence de la 
sensibilisatrice. — On sait que notre hémotoxine(rappelons qu’elle 
provient du cobaye et qu’elle détruit les globules de Japin) perd 
son pouvoir hémolytique lorsqu’on la chauffe & 55°, mais qu’il 
suffit alors, pour lui rendre son énergie premiére, de l’addition- 
ner de sérum de cobaye neuf; celui-ci pourtant n’est par lui2 


4. Nous croyons entiérement inopportun de remplacer par un autre ce terme 
Palexine, introduit depuis longtemps dans la science par Buchner, employé 
fréquemment par de nombreux observateurs, et avec lequel ceux-ci se sont 
famiharisés. D’ailleurs, le mot importe peu, pourvu qu’on sache ce qu'il designe, 
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méme que trés faiblement globulicide. On obtient le méme résul- 
tat sion remplace le sérum neuf de cobaye par du sérum neuf 
de lapin : nous avons en effet signalé ce fait assez remarquable, 
— sur.lequel nous reviendrons trés fréquemment — que 
Yalexine du sérum neuf de lapin, laquelle est par elle-méme 
totalement inoffensive pour les globules du méme animal, se 
montre au contraire, lorsqu’elle est associée a notre sensibili- 
satrice', fortement hémolytique pour cette méme espéce d’héma- 
ties. Voila done deux alexines diverses, celles des sérums neufs 
de lapin et de cobaye, qui toutes deux peuvent détruire les glo- 
bules de lapin sensibilisés. Les alexines d’autres animaux se 
comporteront-elles de méme? En d’autres termes, Ja présence 
de la sensibilisatrice augmentera-t-elle considérablement la 
faculté destructive de divers sérums neufs? 

L’expérience qu’on fait pour répondre a cette question 
montre que les globules (de lapin) sensihilisés (c’est-a-dire addi- 
tionnés d’hémotoxine qui a été chauffée & 53°) se dissolvent 
rapidement dans les sérums neufs de rat, de chévre, de chien, 
sérums qui pourtant ne sont par eux-mémes (sans le concours 
de lasensibilisatrice) que faiblement globulicides. La présence de 
la sensibilisatrice accroit donc beaucoup le pouvoir hémolytique 
de ces divers sérums. Elle accroit aussi, mais moins nettement, 
Pactivité du serum neuf de pigeon. Quant aux sérums neufs de 
poule et d’oie, ils sont déja, par eux-mémes, trés hémolytiques 
pour les globules de lapin,- et l’addition de sensibilisatrice ne 
parait pas accentuer beaucoup leurs propriétés. 

Notons gue parmi tous ces sérums neufs, c’est encore le 
sérum de cobaye qui détruit le plus activement les globules 
impressionnés par la sensibilisatrice que nous employons; il est 
sous ce rapport visiblement supérieur au sérum de rat, plus 
encore au sérum de lapin; pour que ce dernier détruise trés 
rapidement les globules sensibilisés, il faut employer 4 doses 
un peu plus fortes, surtout quand les globules en jeu ne sont 
impressionnés que par une dose assez faible de sensibilisatrice® 


4. Rappelons une fois pour toutes que, lorsque nous disons « sensibilisatrice », 
nous entendons toujours désigner le s¢rum hémolytique qui a éte chauffe a 35°, 
et qui, privé d’alexine, ne contient plus que la sensibilisstrice ou aaticorps 
spécilique. fey ots Ee eta 

2. Si 1’énergie de la substance sensibilisatrice -est. un peu diminuée, il peut 
arviver que des doses faibles de sérum de lapin ne dissolvent plus bien, les. _ 
hématies, alors que, dans les mémes conditions, des doses faibles de scrum ueut 
de cobaye se montrent encore actives. Ae 
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Un fait analogue & ceux que nous venons de mentionner a 
élé constaté récemment par M. Buchner ‘. D’aprés ce savant, 
des globules rouges de boeuf, mis en contact avec une sensibi- 
lisatrice appropriée (fournie par le lapin injecté préalablement 
de sang de boeuf) se détruisent trés bien dans le sérum neuf 
de chien. Au point de vue général, ces notions étaient du reste 
établies depuis longtemps. En effet, dans un ordre d’idées ana- 
logue, nous avons fait voir il y a cing ans que les vibrions 
cholériques additionnés d’un peu de sensibilisatrice antichole - 
rique (c’est-a-dire dusérum, préalablement chauffé 455°, d'une 
chévre solidement immunisée contre le vibrion) se transforment 
in vitro en granulations arrondies lorsqu’on les met en contact 
avec du sérum neuf de cobaye, de lapin, de rat, dhomme, de 
chévre. Nous avons pu, plus récemment, ajouter encore a 
cette liste les sérums de chien, de poule. de pigeon’. Les 
vibrions sensibilisés sont dont atteints par les alexines qui 
se rencontrent dans de nombreux sérums neufs. Il en est de 
méme pour ce qui concerne les globules. 

Pour que ces notions soient complétes, nous devons forcé- 
ment revenir sur une remarque que nous avons deja publiée 
antérieurement. Nous avons, en effet, fourni il y aun an? le 
premier exemple de ce fait, que des globules sensibilisés ne se 
dissolvent pas indistinctement dans tous les sérums neufs, en 
d’autres termes dans toutes les alexines. Par exemple, les glo- 
bules de poule sensibilisés (par un sérum hémolytique, chauffé 
a 55°, provenant de lapins traités par le sang de poule) se 
dissolvent bien dans divers sérums neufs, mais restent entiére- 
ment intacts dans le sérum neuf ou alexine de poule. Il y a la 
une certaine contradiction avec le fait que des globules de lapin 
sensibilisés se détruisent facilement dans l’alexine ou sérum 
neuf de Japin, En signalant l'année derniere cetie contradiction, — 
nous disions quon pourrait rapprocher (comparaison déja 
invoquée par Fischer a propos des diastases) la modification 
apportée par la sensibilisatrice sur le globule, de celle qui 
consisterait a changer la structure d’une serrure, de facon a 
y permettre Vintroduction facile d’une ou de plusieurs clefs 


Bucuner, Munchener med. Wochenschr., 1900. 
Borper, ces Annales, 1899, page 291. 
. Ces Annales, avril, 1899, p. 282 et 283. 


won — 
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qui n’y entraient pas auparayant. De méme, dans un globule 
sensibilisé, certaines alexines « entreront », et détruiront le 
globule; d’autres, un peu dissemblables, se refuseront a 
Pattaquer. Il doit donc exister, pour que la destruction des glo- 
bules s’opére, certains rapports convenables entre la nature de 
Ja sensibilisatrice et celle de l’alexine en jeu. Nous n’insistons 
plus sur ces considérations qui nous sont du reste empruntées 
par M. Wassermann dans un travail qui vient de paraitre '. 


2° Identilé, dans un méme sérum, de Valerine bactériolytique et de 
Valexine hémolytique. — En présence de la sensibilisatrice anti- 
cholérique, un sérum neuf, tel que le sérum de cobaye, attaque 
énergiquement les vibrions et les transforme en granules. 
D’autre part, en présence de la sensibilisatrice d’un sérum hémo- 
lytique, ce méme sérum neuf détruit les globules rouges. Si le 
sérum neuf a été lui-méme chauffé a 55°, il ne provoque plus, 
méme lorsqu’on l’associe aux sensibilisatrices, aucune action 
soit bactériolytique, soit hémolytique. On exprime ce fait en 
disant que le chauffage @ 55° détruit dans le sérum la ou les 
alexines qui provoquent la cytolyse ®. On peut se demander si ce 
sérum neuf de cobaye ne contient qu’une seule alexine, a la fois 
hémo et bactériolytique, ou sil en renferme plusieurs, UCune 
(ou les unes) apte a détruire certains microbes, l’autre (ou les 
autres) attaquant de préférence les hématies. Cette question 
peut étre résolue expérimentalement. 

Lorsque nous mélangeons 4 du sérum neuf de cobaye des 
vibrions cholériques normaux, les vibrions ne sont pas détruits 
ou ne sont atteints qu’en petit nombre ; comme ils ne sont pas 
sensibilisés, Palexine n’entre guére en réaction avec eux et 
les respecte*. Si dans un pareil mélange nous introduisons 
ultérieurement des globules sensibilisés (c’est-a-dire des héma- 
ties de lapin additionnées de notre hémotoxine préalablement 


. WASSERMANN, Deutsche med. Wochenschrift, 4900. 
x On sait que non seulement le sérum de cobaye, mais aussi les sérums. des 


autres animaux perdent a 55° leurs propriétés cytolytiques (lapin, rat, chévre, 
poule, etc.). 

3. Comme nous Vavons indiqué il y a long gtemps (Ges Annales, 1895, p. 491) 
le serum neuf mis en contact avec les vibrions n’en transforme en granules qu't 
petit nombre, & moins que ceux-ci ne soient tres aftenues, 
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chauffée 4 55°), nous constatons que ces globules se détruisent 
avec rapidité. Ceci prouve que les vibrions cholériques normaux 
n’ont ni transformé ni fixé l’alexine nécessaire a la destruction 
des globules. 

Répétons cette expérience en y apportant une modification. 
Ajoutons a du sérum de cobaye neuf, en méme dose que précé- 
demment, des vibrions cholériques non pas normaux, mais 
additionnés d’un peu de cholérasérum préalablement chauflé 
4 55°, impressionnés, en d’autres termes, par la cholérasensi- 
bilisatrice. Dans de telles conditions, mélés au sérum neuf, les 
vibrions sensibilisés subissent rapidement la transformation 
eranuleuse. Ajoutons ensuite au mélange, comme nous le fai- 
sions dans le premier essai, des globules. sensibilisés. Nous 
constalons cette fois que ces globules restent indéfiniment 
intacts. En conséquence, nous pouvons conclure que Valexine 
nécessaire a la destruction des globules a été consommée avant 
Vintroduction de ceux-ci. Sous Vinfluence de la cholérasensi- 
bilisatrice, elle est entrée en réaction avec les vibrions, les a 
transformés en granules en se fixant sur eux. Donc, l’alexine 
gui se fixe sur les vibrions sensibilisés, et les altéere, est identique a 
celle qui produit Vhémolyse. 


Exp. L’émulsion de vibrions employéeest préparée en délayant une culture 
sur gélose, igée de 24 heures, dans 5c. c. d’eau physiologique (0,65 0/0 de 
NaCl). La cholérasensibilisatrice est du sérum de lapin tres vacciné, sérum 
chauffe au préalable a 55°, A ce sérum actif, on donne comme témoin 
inactif du sérum neuf de lapin, également chauffé a 550, 

a) Mélange de: 0.5 c. c. de ’sérum neuf de cobaye, 0,3 c. c. de choléra- 
sensibilisatrice (de lapin), 0,5 c. c. d’émulsion de vibrions; 

6) Mélange de: 0,5 c. ce. de sérum neuf de cobaye, 0,3 c. c. de sérum 
neuf (de lapin) préalablement chauffé 4550; 0,5 ¢.c. d’émulsion de vibrions. 

c) Mélange identique a @), sauf qu'on n’y ajoute pas d’émulsion de vibrions. 

On laisse en contact pendant une heure environ. On ajoute ensuite, a 
chaque mélange, 0,2 c. c. de hémosensibilisatrice (sérum hémolytique 
chauffé 4 55°), additionnée de 2 gouttes de sang de lapin, sang lavé au 
préalable a l’eau physiologique '. 


1. Dans la plupart des expériences, nous cmployons non pas du sang défibriné 
ordinaire, mais du sang préalablement lavé. Ce lavage permet d’introduire les 
globules rouges dans les expériences, sans mettre en jeu le sérum gui fait partie 
du sang défibriné. On lave les globules en mélangeant une faible dose de sane 
défibriné 4 une grande quantité d’eau physiologique. On centrifuge et on décante 
le liquide surnageant, . ' 
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Résultats : les globules se détruisent avec la méme rapidité dans /) et 
c); ils restent intacts dans a). 


On peut arriver 4 la méme conclusion par une expérience 
fort semblable, mais ot les deux éléments figurés (microbes et 
globules) interviennent dans l’ordre inverse. On sait, par les 
recherches de MM. Ehrlich et Morgenroth et les nétres, qu'une 
alexine incapable de détruire des globules rouges d’une certaine 
espéce ne se fixe pas sur ces hématies; au contraire, elle est 
absorbée par les globules qu’elle peut dissoudre. 

D’autre part, une alexine, qui dans les circonstances nor- 
males respecte des globules rouges déterminés et ne s’y unit 
pas, se fixe au contraire sur ces mémes hématies, lorsque 
celles-ci ont été sensibilisées 4 l’influence alexique, grace a l’in- 
tervention d’une sensibilisatrice appropriée. C’est 1a le fait de la 
fixation de l’alexine par les globules sous Vaction de la sensi- 
bilisatrice, fait important dont. MM. Ehrlich et Morgenroth 
ont les premiers publié la démonstration expérimentale ‘, et qui 
apparait comme une remarquable confirmation de cette notion 
établie par nous depuis plusieurs années’*, a savoir que cest 
par Vintermédiaire d’une sensibilisatrice appropriée (matiére 
préventive) que lorganisme dirige son pouvoir bactéricide 
(ou cellulicide), spécialement sur tel ou tel élément figuré. 

Mélangés au sérum frais de cobaye neuf, les globules de _ 
Japin normaux restent intacts, l’alexine n’est donc pas absorbée. 
Si l’on ajoute ultérieurement a ce mélange des vibrions sensi- 
bilisés (par du cholérasérum qui a été chauffé 4 55°), ceux-ci 
présentent bientot le phénoméne de la transformation granu- 
leuse. Ceci prouve que le liquide contenail bien réellement de 
Valexine en liberté. Mais si, dans une seconde expérience, nous 
mélons avec du sérum de cobaye neuf des globules de lapin 
impressionnés par l’hémosenbilisatrice, ces globules se détrui- 
sent en absorbant l’alexine. On observe alors que les vibrions 
sensibilisés qu'on peut introduire ultérieurement dans le liquide, 
y gardent leur aspect normal et ne se détruisent pas. 


Exp. On emploie une émulsion de vibrions cholériques (préparée en de- 
Jayant une culture sur gélose dans10 c. c. d’eau physiologique), additionnée 


4. Earuicu et Morcenrorn, Berliner Klin. Wochenschr., 1899, n° 4. 
2, Ces Annales, 1895, et Annales de la Société des Sc, nat. et méd. de 
Brucxelles, 1895. 
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d’un tiers environ de cholérasérum (de lapin) chauffé au préalable pendant 
4/2 heure, a 55¢,5, C'est une émulsion de vibrions sensibilisés. — Le sang 
qu’on emploie est du sang de lapin Javé a l'eau physiologique. 

a) Mélange de : 0,3 c. c. sang de lapin; 0,6 c. c. de sérum hémolytique 
chauffé au préalable & 550 (hémosensibilisatrice ); 0,3 c. c. desérum frais de 
cobaye neuf. — I] se produit une hémolyse compléte et rapide. 

b) Mélange identique a @), sauf que l’hémosensibilisatrice est remplacée 
par 0,6 c. c. de sérum de cobaye neuf, chauffé au préalable 4 55°. — I] nese 
fait aucune hémolyse. 

c) Mélange identique 4 «), sauf qu’au lieu de sang de lapin, on introduit du 
sang de cobaye (0,3 c. c.). Dans ce mélange, il ne se produit aucune hémo- 
lyse, car les hématies de cobaye ne sont nullement attaquées par le mélange 
de sérum frais de cobaye et de sérum hémolytique chauffé. 

Au bout de 1 a 2 heures, on introduit dans les divers mélanges 0,4 c. ¢. 
de l’émulsion de vibrions sensibilisés. 


Les mélanges séjournent ensuite a l’étuve & 37° pendant une heure. 
Résultats : Dans le mélange a) ot l’hémolyse s’est effectuée, les vibrions 
ne subissent aucune transformation. La métamorphose des vibrions en gra- 


nules est compléte au contraire dans les mélanges }) et c) ot les globules sont 
restés intacts. 


at 
x * 


3° Firation, par les globules, des substances actives du sérum 
hémolytique. Role des stromas. — Des globules de lapin, mis en 
contact avec notre sérum hémolytique chauffé au préalable a 55°, 
restent intacts (sauf quils présentent, comme on sait, le phéno- 
méne de l’agglutination). Ils fixent dans ces conditions la 
substance sensibilisatrice’. Ces mémes globules, soumis al’action 
soit du sérum hémolytique frais, soit d’un mélange de sérum 
neuf frais et de sérum hémolytique préalablement chauffé a 55°, 
se détruisent. Ils fixent alors, comme on peut s’en assurer faci- 
lement, a la fois la sensibilisatrice et lalexine. 

Il convient de se demander quelle est la partie du globule 
qui absorbe ainsi les matiéres actives. Des globules plongés 
dans I’cau distillée perdent, on Je sait, lear hémoglobine, et se 
réduisent a des stromas transparents et trés délicats qui nagent 
dans le liquide fortement rougi. On peut rechercher si la fixa- 
tion des matiéres hémotoxiques est opérée par les substances 
dissoutes dans la liqueur rouge, ou bien s'il faut l’attribuer aux 
stromas en suspension. Il est utile, pour résoudre cette ques- 
tion de pouvoir séparer facilement les stromas du liquide ot ils 
haignent. On y arrive aisément. 


1, Comme nous layons indiqué antérieurement, ils fixent aussi ’agglutinine, 
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Prenons 3c. c. de sang défibriné de lapin, de préférence 
lavé au préalable a l’eau physiologique. Ajoutons, Aces 3 c.c. de 
sang, 15 c. c. d’eau distillée; nous obtenons un liquide trés 
rouge et apeu prés transparent. Au microscope, on distingue les 
stromas a peine visibles, trés translucides, réguliérement 
arrondis et qui semblent s’étre gorgés d’eau. 

D’autre part, prenons 1 c. c. d’eau physiologique, auquel 
nous ajoutons 0,0975 gramme de chlorure de sodium; versons 
ensuite dans notre liquide rouge ce centimétre cube de solution 
saline assez concentrée. Cette addition a pour effet de donner au 
liquide rouge une teneur en sel égale 4 celle de eau physio- 
logique (0#",65 0/0). Nous constatons que l’addition de l’eau 
salée a pour effet de troubler immédiatement le liquide 
rouge, d’abord presque transparent. Le trouble s’agglomére 
bientdt en flocons blanchatres qui peu & peu se déposent au fond 
du tube, tandis que la partie supérieure du liquide devient 
absolument limpide. L’examen au microscope montre que les 
flocons sont constitués par les stromas fortement agglutinés. Ces 
stromas ont beaucoup changé d’aspect. De transparents et 
réguliérement arrondis qu ils Ctaient, ils sont devenus beaucoup 
plus visibles, et en méme temps se sont fortement aplatis en 
disques minces, un peu incurvés, qui fréquemment se montrent 
par la tranche. Ils paraissent avoir subi une véritable plasmo- 
lyse. Les choses se passent donc comme si les stromas étaient 
de véritables membranes d’enveloppe des globules, de véritables 
sacs clos susceptibles d’entrer en turgescence dans les liquides 
pauyres en sels, de se rétracter ensuite et de s’aplatir sous lin- 
fluence de la concentration. 

Quoi qu'il en soit, on peut ais¢ment, surtout en hatant par la 
centrifugation le dépét des stromas, scinder le liquide en deux 
parties, Pune absolument limpide, ne contenant aucun élément 
visible au microscope; l'autre, rouge aussi. mais trés trouble, 
renfermant en suspension une forte quantilé de stromas‘'. Dés 
lors, 4 des doses égales de ces deux liquides, on peut ajouter 
des quantités semblables de sensibilisatrice, ou sérum hémo- 
lytique chauffé 4 55°, et d’alexine (sérum de cobaye neuf). II 
faut introduire une dose convenable, pas trop forte, de cette 


1, On s’assure, bien entendu, qu'il n’existe plus, parmi les stromas, de globules 
encore intacts. 
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derniére. On agite, et au bout d’un certain temps on ajoute aux 
deux liquides des globules de lapin fortement sensibilisés par 
Vhémotoxine (chauffée & 55°). On constate que ces globules ne 
se dissolvent pas ou se dissolvent trés lentement dans le liquide 
qui contient les stromas, se détruisent au contraire trés rapide- 
ment dans le liquide rouge limpide. On peut conclure de cette 
expérience qwil convient dattribuer aux stromas la propriéte que 
possedent les globules rouges d’ absorber Ualexine en présence de sensi- 
bilisatrice. 

Dans une seconde expérience, on peut cette fois mettre les 
deux liquides rouges (le premier qui est dépourvu de stromas, 
le second qui en contient) en contact avec une dose conve- 
nable de sensibilisatrice (sérum hémolytique chauffé a 55°). On 
agile; aprés un certain temps, on centrifuge le second mélange 
pour pouvoir séparer les stromas, et l'on décante le liquide 
limpide surnageant. On constate aisément que celui-ci ne con- 
tient plus de sensibilisatrice; en effet, il ne s’y produit pas 
d’hémolyse lorsqu’on l’additionne de globules rouges et de 
sérum neuf de cobaye. Le premier liquide, au contraire, celui 
qui ne contenait pas de stromas, a gardé sa sensibilisatrice sous 
forme active. La propriété d absorber la sensibilisatrice appartient 
donc aux stromas. 

Enfin, dans une troisiéme expérience, on peut démontrer que 
les stromas absorbent l’alexine en présence de sensibilisatrice, 
tandis quils ne la fixent pas lorsque cette derniére substance 
est absente. Pour faire cette expérience. on se procure une 
émulsion épaisse de stromas, 4 laquelle on ajoute un grand 
volume d’eau physiologique. On centrifuge, on décante le 
liquide surnageant qui est limpide et légérement rose. On répete 
ce lavage par l’eau physiologique jusqu'a ce que l’émulsion de 
stromas soit tout a fait blanche, débarrassée d’hémoglobine. On 
divise cette émulsion en deux parts égales, on ajoute a chacune 
la méme dose d’alexine (sérum de cobaye neuf). Dans le 
premier mélange on introduit ensuite un peu de sensibilisatrice 
(serum hémolytique chauffé a 55°); dans le second, méme dose 
de sérum de cobaye neuf qui a été également chauffé & 55°. On 
constate ullérieurement, par les procédés habituels, que dans 
Je premier mélange Valexine a disparu du liquide pour se fixer 
sur les stromas; ce phénoméne d’absorption de l’alexine ne s’est 
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pas produit dans le second mélange, qui ne contenait pas de 
sensibilisatrice. 

En résumé, c’est a leurs stromas que les globules rouges 
doivent leurs propriétés absorbantes caractéristiques. Devons- 
nous attribuer également aux stromas la propriété qu’ont les 
globules rouges de lapin de provoquer, lorsqu’on les injecte a 
un cobaye, la sécrétion dans cet organisme d’un anticorps actif, 
de faire apparaitre chez ce cobaye le pouvoir hémolytique du 
sérum? Pour répondre a cette question, on se procure des 
stromas qu'un lavage soigné a l'eau physiologique a débarrassés 
des matiéres solubles dont ils étaient imbibés, et l’on injecte & 
des cobayes ces stromas blanchatres. Chaque cobaye recoit la 
dose de stromas que fournissent 4-5 c. c. de sang défibriné. A 
d’autres cobayes, on injecte un peu de liquide trés rouge, lim- 
pide, chargé déléments globuliens solubles, et qui provient des 
globules trailés par l’eau distillée, avec addition consécutive de 
sel marin. On a eu soin de centrifuger ce liquide (comme il a 
été dit a propos des expériences précédentes), pour le priver des 
stromas en suspension. Trois semaines aprés les injections, on 
trouve que les cobayes injectés de stromas fournissent un sérum 
hémolytique actif; ceux qui ont regu le liquide limpide riche en 
hémoglobine donnent un sérum fort semblable a celui de cobayes 
neufs. 


* 
+ * 


Les globules fixent les substances actives du sérum hémo- 
lytique. Peut-on préciser la nature de ce phénoméne de fixation? 
S’agit-il ]4 dune véritable combinaison chimique, unissant aux 
principes actifs certains éléments des hématies, et se confor- 
mant aux lois des proportions définies? Devons-nous admettre, 
au contraire, que la fixation opérée par les globules se rapproche 
plutét des phénoménes de teinture ? Lorsqu’un corps colorable 
se teint, il absorbe, on le sail, des quantités de matiére colo- 
rante qui peuvent étre extrémement variables ; il peut acquérir 
de la sorte soit des teintes pales, soit des tons foncés, soit des 
nuances intermédiaires. La dose de couleur fixée peut subir des 
variations fort étendues, tandis que le caractére dominant des 
réactions chimiques proprement dites est de s’effectuer suivant 
des proportions nettement définies. 

Nous ne pouvons traiter ici ce probléme délicat, altendu que 


268 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


nous n’avons pas jusquici de renseignements expérimentaux 
suffisants. Nous nous bornerons a relater une seule expérience, 
dont il faudra tenir compte lorsqu’on étudiera ces questions 
d'une mani¢re plus approfondie. 

Si nous versons dans une certaine quantité de sérum hémo- 
lytique frais (0,4 c. c. par exemple) une petite dose de sang 
défibriné de lapin (0,1 c. c. par exemple), nous observons que 
les globules se détruisent trés rapidement. Cette hémolyse est 
encore assez rapide, mais cependant plus lente, si nous ajoutons 
au sérum une dose de sang plus considérable (0,3 ou 0,4 ¢. ¢. 
par exemple). La destruction des globules est, chose assez natu- 
relle, d’autant plus rapide que la quantité de sang mis en présence 
de hémotoxine est plus faible. Néanmoins le sérum que nous 
employons est capable de détruire complétement et assez vile 
un volume égal ou méme un volume légérement supérieur de 
sang de lapin. Par exemple, si dans 0,4 c. c. de sérum nous 
introduisons 0,5 ¢. c. de sang, les globules sont tous détruits 
au bout d’une heure environ. 

Dans cette expérience, nous supposons que la dose de sang 
employée (0,5 c. c.) a été versée en une fois dans les 0,4 ¢. c. 
de sérum. Mais nous pouvons aussi introduire le sang dans le 
sérum d’une maniére fractionnée ; verser par exemple dans ces 
0,4 c, c. dhémotoxine une premiére dose de 0,2 de sang, une 
seconde dose de 0,1 ¢. c. au bout d’une heure ou deux, une 
troisiéme dose aprés un nouvel intervalle. Bref, nous pouvons 
rechercher si une quanlité déterminée de sérum est capable 
de détruire toujours le méme nombre de globules, soit que 
ceux-ci alent été mélangés brusquement, en une seule fois, 
soit qu ils alent été additionnés a Vhémotoxine d’une maniére 
discontinue ou fractionnée. Or, on trouve que le sérum est 
rapidement ¢puisé dans sa fonction dissolvante, lorsque le sang 
est introdutt peu & peu par petites doses, surtout lorsque les 
intervalles de temps qu’on ménage entre les diverses additions 
sont prolongés. On constate, en effet, qu'une dose de 0,4. ¢. 
de sérum hémolytique frais — dose capable de détruire complé- 
tement au moins 0,5 c. c. de sang lorsque celui-ci est mélangé 
en une seule fois au sérum — ne dissout pas plus que 0,2 c. e. 
de sang, lorsque les globules sont ajoutés peu a peu au sérum, 
avee des interyalles, Les premiéres doses qu’on introdnit se 
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dissolvent bien, jusqu’a ce que la quantité de sang versée est 
‘gale a 0,2 c. ¢. environ, mais les globules. introduits ultérieu- 
rement restent intacts. Lorsque le sang est mélangé brusque- 
ment au sérum, celui-ci dissout done au moins deux fois plus 
de globules qu’il n’en détruit dans le cas ot lon introduit ceux- 
ci par petites doses successives. Il faut admettre que, dans ce 
dernier cas, les premiers globules introduits se sursaturent en 
quelque sorte de matiére active, ¢puisent le liquide, qui bientét 
devient inactif a l’égard de nouvelles hématies. Ces premiers 
globules absorbent done plus de substance active qu ‘il ne leur 
en fallait pour qu’ils pussent se dissoudre. 

Ce fait nous parait plaider en faveur de lidée que l’absorp- 
tion des principes actifs par le globule doit étre comparée aux 
phénomeénes de teinture; dans ceux-ci, en effet, les éléments 
colorables peuvent absorber des quantités trés variables de cou- 
leur, et se prétent a des expériences tout a fait similaires a celle 
qui concerne les globules et que nous venons de relater. 

Si nous versons dans un cristallisoir 10 c. c. @une solution 
diluée, assez pale, de violet de méthyle, et si nous plongeons 
dans ce liquide une feuille de papier filtré, celle-ci se colore. 
Bientot elle acquiert une teinte d’une intensité assez faible, 
identique dans tous ses points, tandis que le liquide, de plus en 
plus épuisé, se décolore. Prenons. maintenant une méme dose 
du méme liquide colorant ect une feuille de papier semblable et 
de mémes dimensions. Au lieu de plonger tout d’un coup cette 
feuille entiére dans le liquide, découpons-la en morceaux. 
Immergeons le premier fragment; celui-ci prendra une teinte 
remarquablement foncée et appauvrira notablement le bain colo- 
rant. 

Immergeons ensuite un second fragment, puis, au bout 
d’un nouvel intervalle, un troisiéme. En raison de la décolora- 
tion partielle du bain, ceux-ci ne prendront déja plus qu’une 
teinte pale. Bientot le liquide sera entiérement décoloré, et les 
fragments immergés en dernier lieu resteront blancs. On peut 
admettre, par comparaison, que les premiers globules introduits 
dans ’hémotoxine sont déja susceptibles de perdre leur hémo- 
globine lorsqu’ils ne sont encore que « faiblement teints » par 
les principes actifs, mais qu’ultérieurement ils peuvent absorber 
une dose beaucoup plus grande de ces substances, épuiser ainsi 
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le sérum et empécher la destruction de nouveaux globules 
introduits dans la suite. 

Ilest difficile de savoir par quel mécanisme l’alexine détruit 
les hématies sensibilisées et en fait sortir 'hémoglobine. Citons 
un fait qui pourra peut-étre faciliter les recherches qu'on entre- 
prendra pour élucider ce point délicat. Ajoutons 4 du sang 
défibriné de lapin une dose assez faible d’hémotoxine. Attendons 
que l’hémolyse soit complete. D’autre part, ajoutons 4 une méme 
dose de sang une quantité correspondante de sérum de cobaye 
neuf; dans ce second mélange les globules resteront intacts. 
Ktendons les deux mélanges d'une forte quantité d’eau distillée ; 
bientét les globules du second mélange seront également détruits. 
Nous avons donc deux liquides; dans le premier, les globules 
ont été détruits par le sérum actif; dans le second. par l'eau dis- 
tillée. Ajoutons a ces deux liquides une dose assez forte de sel 
marin, Nous constatons que dans celui ot les globules ont été 
dissous, non pas par le serum, mais par l'eau distillée, les stro- 
mas se plasmolysent énergiquement et se rétractent (voir plus 
haut). Dans l’autre liquide (contenant l’hémotoxine), les stromas 
gardent sans changement leur forme primilive, réguliérement 
arrondie; ils ne paraissent plus ressentir influence de la con- 
centration. Il semble donc que l’alexine du sérum actif a détruit, 
digéré, dans le globule, « quelque chose » qui commande les 
actions de plasmolyse, les phénoménes d’osmose. De cette des- 
truction résulterait la diffusion de ’hémoglobine soluble. 


§ Il. — AnriroxInE DU SERUM HEMOLYTIQUE. 


On obtient facilement un sérum doué de propriétés anti- 
ioxiques vis-a-vis de l’hémotoxine dont il a été question dans les 
pages précédentes, capable en d’autres termes de protéger les 
globules de lapin contre le pouvoir destructif de ce sérum 
hémolytique'. Ce dernier est toxique pour le lapin. Injecté & 
doses assez fortes (5 c. ¢. environ) dans les veines de cet animal, 

4, Nous avons fait voir (Ces Annales, avril 1899) qu’on peut obtenir une anti- 
toxine (antihémolytique) comparable a celle que MM. Camus et Gley, Kossel ont’ 
préparée et qui neutralise le s¢rum d’anguille. Le sérum que nous-avons décrit 
s’opposait & Vaction hémolytigque du scrum de poule. 

Réecemment (Ces Annales, 1900, nel) M. Metchnikoff a décrit une « antispermo- 
toxine >. Avg ite i ve fa) SMe SG 
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il tue presque instantanément. On trouve & l’autopsie, dans le 
coeur et les gros vaisseaux, des caillots baignant dans un sérum 
coloré en rouge. Dans ces conditions ’hémolyse s’effectue in 
vivo. On trouve des suffusions hémorrhagiques disséminées, 
fréquentes dans le rein, les muscles, particuligrement le muscle 
psoas. Injectée sous la peau des lapins, & dose faible, | hémo- 
toxine ne produit pas de désordres graves, mais les animaux 
traités de la sorte acquiérent le pouvoir autitoxique du sérum. 

Il suffit d’injecter ’hémotoxine 4 deux ou trois reprises, a 
15 jours d'intervalle, aladose de 2-3 c. c. On saigne les lapins 
42415 jours apres la derniére injection. 

Le sérum antitoxique (antihémolytique, antuihémotoxique) 
qu’on obtient aprés ce traitement peu prolongé n’est pas, a la 
vérité, doué d’une trés grande puissance; il est cependant assez 
actif pour qu'on puisse commodément en étudier les propriétés. 

Pour mettre en évidence le pouvoir antitoxique, on com- 
mence par l’expérience la plus simple, quiconsiste 4 ajouter, a 
une petite quantité de sérum hémolytique bien frais, une dose 
assez forte d’antitoxine récemment extraite. On additionne 
ensuite le mélange d'une petite quantité de sang de lapin. Comme 
expérience de contrdle, on fait en méme temps, suivant des pro- 
portions identiques, un mélange de sérum hémolytique, de sérum 
de lapin neuf et de sang de Feta, . 

On constate, si la dose d’antitoxine est suffisante. que la dis- 
solution des globules ne se produit pas dans le premier mélange, 
Dans le second, au contraire, qui contient, au lieu de sérum 
antitoxique, une dose correspondante de sérum de lapin neuf, 
Ja destruction des hématies s’effectue. 

Pour protéger efficacement les globules dans une telle expé- 
rience, il faut mettre en jeu une dose d’antitoxine trés notable- 
ment (10 4 20 fois) supérieure 4 celle du sérum hémolytique 
qu’elle doit neutraliser. Nous rappelons qu’on emploie pour ces 
expériences une hémotoxine fort active, fournie par des cobayes 
gui ont été soumis & 3 injections de 4-5 c. c. de sang de lapin, 

Disons immédiatement que le sérum antitoxique est en réa- 
lité plus actif qu’il ne parait l’étre dans cette expérience prélimi- 
naire : il est- possible, par un moyentrés simple, de lui faire neu- 
traliser efficacement des quantités beaucoup plus grandes de 
sérum hémolytique. Il suffit.pour cela de le chauffer a 55°. Apres 
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ce traitement, 3 volumes (souvent méme 2 volumes) de sérum 
antitoxique neutralisent complétement Vactivité d’un volume de 
sérum hémolytique frais. 

Nous rencontrerons plus loin l’explication de ce phénomeéne, 
dont nous pouvons dailleurs deviner facilement la raison d’étre. 
Le sérum antitoxique contient, lorsqu’il est frais, de lalexine de 
lapin, qui en présence de la substance sensibilisatrice propre a 
’hémotoxine, devient dangereuse pour le globule de lapin. A 
cdté de son pouvoir antitoxique, le sérum contient donc un élé- 
ment (alexine) qui, s’il n’est pas toxique par lui-méme, peut au 
moins le devenir. Pour que le sérum manifeste le mieux possible 
son activité protectrice, il y a donc intérét, on le congoit aisé- 
ment, & éliminer par le chauffage a 55° cet élément génant. 

Que notre sérum antitoxique posséde — comme le sérum 
de lapin neuf — une alexine capable de détruire les hématies en 
présence d’un excés de matiére sensibilisatrice, ce fait (déja pres- 
que certain @ priori, puisque Vantitoxine est du sérum de Japin) 
se démontre aisément. On mélange du sérum hémolytique, 
chauffé au préalable a 55°, avec de l’antitoxine fraiche en quan- 
lité pas trop forte (parties égales par exemple), et l'on ajoute un 
peu de sang de lapin. 

Les globules se dissolvent : cette destruction est due a 
Valexine de l’antitoxine, le sérum hémolytique chauffé n’étant 
pas susceptible de produire par luicméme Vhémolyse. Si nous 
avions additionné la sensibilisatrice d'une grande dose d’anti- 
toxine, l’hémolyse ne se serait pas effectuée. En effet, comme 
nous allons le voir, la sensibilisatrice eut été neutralisée, et dans 
ces conditions l’alexine de l’antitoxine neat exercé sur les globules 
aucune influence nuisible. Dans de telles conditions, en présence 
de sensibilisatrice, une faible dose d’antitoxine détruit donc les 
globules, une grande dose les respecte. 

Kn résumé, il y a intérét, pour étudier les propriétés de l’an- 
titoxine, de chauffer au préalable cette derniére a 55°, C’est ce 
que nous ferons généralement. 


x 
Antisensibilisatrice, anti-alexine. —Nous savons que le sérum 
hémolytique détruit les globules de lapin grace a l’action sur ces 
éléments de deux substances bien distinctes : la sensibilisatrice 
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spécifique (anticorps, matiére préventive) et l’alexine. Cette der- 
niére substance, que l’on trouve aussi dans le sérum neuf, 
attaque avec beaucoup d’énergie les globules de lapin que notre 
sensibilisatrice appropriée a impressionnés. 

Des lors, puisque le sérum hémolytique posséde deux subs- 
tances actives qui toutes deux doivent intervenir pour que l’ac- 
tion hémotoxique se manifeste, en doit remarquer immédiate- 
ment que l’antitoxine pourrait protéger efficacement les globules, 
tout en ne neutralisant qu'une seule des deux matiéres dont le 
concours est nécessaire & lhémolyse. Quelle est, de ces deux 
substances, celle que l’antitoxine neutralise? 

Ou bien, les atteint-elle toutes deux. simultanément? 

Nous décrivons dans les lignes qui suivent les expériences 
grace auxquelles on peut répondre a cette question; nous en 
énoncons immeédiatement la conclusion, a savoir que le sérum 
antitoxique neutralise a la fois, dune part la substance sensibilisa- 
irice, dautre part Valexine du sérum hémolytique que fournissent 
les cobayes traités par le sang défibriné de lapin. 

Pour mettre en évidence l’action neutralisante que l’anti- 
toxine exerce sur la matiére sensibilisatrice, on met a profit ce 
fait que les globules de lapin, impressionnés par la sensibilisa- 
trice (c’est-a-dire par le sérum hémolytique préalablement 
chauffé @ 55°), se détruisent non seulement dans le sérum neuf de 
cobaye, mais aussi dans le sérum neuf ou alexine de lapin. Or, 
le sérum de lapin neuf est d’autre part absolument inoffensif 
pour les globules de lapin qui n’ont pas été sensibilisés. Le 
sérum frais de lapin neuf est donc un réactif excellent qui per- 
met de dénoter la présence, dans un sérum ot baignent les glo- 
bules, de la matiére sensibilisatrice. D’un autre coté, il faut 
admettre (et ce point se démontre du reste facilement par une 
expérience appropriée) que notre antitoxine, proyvenant du 
lapin, est tout a fait incapable de neutraliser l’alexine du sérum 
de lapin. Par conséquent, si dans un. mélange formé (eu 
proportions convenables) de : sérum hémolytique chaufté au 
préalable a 55°, sérum antitoxique quia été chauffé de méme, 
sérum frais de lapin neuf, des globules introduits ultérieure- 
ment restent intacts, on pourra conclure que la sensibilisatrice 
du sérum hémolytique chauffé a 55° a été neutralisée par l’an- 
titoxine. On fait, bien entendu, un mélange de controle, cons- 

18 
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titué par des doses semblables des mémes éléments, saul 


qu’on remplace le sérum antitoxique par du sérum de lapin 
neuf préalablement chauffé 4 55°. Dans ce dernier mélange, la 
destruction des globules impressionnés par la sensibilisatrice 
demeurée active s’effectue sous !’influence de l’alexine du sérum 
frais de lapin neuf. 

On constate, par de telles expériences, que la fonction anti- 
sensibilisatrice de notre antitoxine est peu développée : il faut 
en effet en moyenne quinze parties d’antitoxine pour neutraliser 
la sensibilisatrice contenue dans une partie de sérum hémoly- 
tique quia été chauffé 455°. Bien plus remarquable est Vinten- 
sité de la fonction anti-alexique de l’antitoxine. 

Pour mettre en relief ie pouvoir anti-alexique, il suffit de pré- 
parer un mélange d’antitoxine (chauffée a 55°) et d’une dose 
assez forte de sérum hémolytique frais. On méle par exemple 
2 parties d’antitoxine a1 partie d’hémotoxine; on ajoute des glo- 
bules de lapin. On constate que ceux-ci restent intacts, méme 
aprés un temps prolongé. Mais si l’on additionne ce mélange 
dune petite quantité de sérum frais de lapin neuf, qui cependant 
est par lui-méme complétement inoffensif pour les hématies, on 
trouve que la dissolution, nullejusqu’a ce moment, s opére désor- 
mais avec rapidité,CGeci nous montre que le mélange primitif con- 
tenait un excés de matiére sensibilisatrice, dont le s¢rum de lapin 
neuf a révélé la présence en détruisant les globules. Par consé- 
quent, silemé¢lange primitifrespectait les globules, ce n’était point 
faulte de sensibilisatrice, c’était grace 4 la neutralisation, par 
Pantitoxine, de l’alexine de cobaye que contenait le sérum hémo- 
lytique frais. 

On peut aussi, pour mettre en évidence l’action anti-alexique, 
préparer un mélange de 4c. c. desérum frais de cobaye neuf et de 
2 ou 3 c.c. d’antitoxine (préalablement chauffée 4 55°). D’autre 
part, on ajoute a 1c. c. de sérum frais de cobaye, 2 ou 3c. c. de 
sérum de lapin neuf (également chauffé a 55°). Ce second 
mélange sert de témoin. On introduit ensuite dans chaque 
mélange une dose de sensibilisatrice (sérum hémolytique chauffé 
&.35°) assez forte pour n’étre pas neutralisée par l’antitoxine. Des 
globules de lapin, mélés ensuite & chacun des 2 mélanges, secon- 
servent dans le premier et se détruisent dans le second. Pour que 
cette expérience soit décisive, il est bon d’avoir un troisi¢me 
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mélange, contenant, comme le premier, de l’antitoxine et de la 
sensibilisatrice en doses correspondantes, mais ot le sérum neuf 
de cobaye est remplacé par une quantité égale de sérum de 
lapin neuf. Les globules se détruisent dans ce mélange, cé qui 
prouve tout d’abord que la dose de sensibilisatrice dont ona 
fait usage en préparant les divers mélanges dépasse celle que 
lantitoxine peut annihiler’; ensuite, que notre antitoxine, active 
vis-a-vis de l’alexine de cobaye, ne neutralise nullementl’alexine 
du sérum de lapin. 

La notion que l’antitoxine n’a qu’une puissance « antisensi- 
bilisatrice » faible, tandis que son « pouvoir anti-alexique » 
est notablement plus marqué, explique clairement le fait, 
signalé plus haut, que Vantitoxine préalablement soumise a 
un chauffage & 55° combat mieux l’influence du sérum hémo- 
lytique frais, que ne le fait Vantitoxine non chauffée. En effet, 
une dose moyenne d’antitoxine, ajoutée au sérum hémolytique 
frais, pourra bien neutraliser l’alexine de ce sérum hémolytique, 
mais laissera souvent a l’état actif une certaine dose de sensi- 
bilisatrice. Hf 

Or, siVantitoxine n’a pas été chauffée, elle fournit elle-méme 
une dose additionnelle d’alexine et concourt ainsi puissamment 
a la destruction des hématies, qu’elle n’a pu préserver de la 
sensibilisation. Aprés le chauffage & 55°, elle ne présente plus 
cet inconvénient; il lui suffit désormais, pour protéger les glo- 
bules, de neutraliser ’une des substances actives, l’alexine du 
sérum hémolytique. Avant le chauffage, elle devait neutraliser 
complétement non seulement l’alexine, mais aussi la sensibi- 
lisatrice. 

Il est extrémement probable que l’antisensibilisatrice et Panti- 
alexine sont deux substances différentes. En effet, une antitoxine 
préalablement sursaturée de sensibilisatrice a gardé intact son 
pouvoir de neutraliser l’alexine du sérum neuf de cobaye. 


* 
Kk 


Pouvcirs antihémolytique et antibactericide de lantitoxine..— 
Nous savons que si nous‘saignons trois cobayes, lé premier qut 
est neuf et n’a subi aucune vaccination, le second “qui a été 
traité par des injections de sang de lapin, le troisiémé qui a été 
immunisé contre le yvibrion cholérique, nous obtenons trois 
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sérums qui tous possédent la méme alexine. Ce fait de Pidentité 
de l’alexine du sérum neuf avec celle d’un immunsérum, est 
un des points essentiels de la théorie que nous avons émise il 
y a cing ans pour expliquer le mode d’action des sérums pré- 
ventifs contre les vibrions, — théorie sur laquelle nous reve- 
nons plus loin. — Parmi ces trois sérums, il en est deux qui 
sont des immunsérums et qui, s ils sont identigues par l’alexine, 
différent profondément en ce qui concerne leurs anticorps ou 
sensibilisatrices (matiéres préventives). Chaque immunsérum 
possede sa sensibilisatrice particuliére et caractéristique, qui 
lui confére ses propriétés spéciales. D’autre part, Pidentité des 
alexines qu’on trouve soit dans le sérum neuf, soit dans les 
immunsérums, nous explique, on le sait, pourquoi le méme 
sérum neuf peut restituer indifféremment leurs propriétes des- 
tructives premiéres a divers immunsérums qu'un chauffage 
a 55° a privés de leur alexine. Or, si nous additionnons ce 
sérum de cobaye neuf, riche en alexine, d’une anti-alexine qui 
neutralise cette derniére substance, nous devons prévoir que ce 
sérum neuf deviendra incapable non seulement de dissoudre 
les globules rouges sensibilisés, mais aussi de transformer en 
granules les vibrions cholériques impressionnés par la choléra- 
sensibilisatrice, soumis en d’autres termes al’action du choléra- 
sérum préalablement chauffé a 55°, Notre antitoxine neutrali- 
sant l’alexine de cobaye, il faut s’attendre a ce qu’elle protége 
des cellules trés diverses (méme respectivement sensibilisées 
par des anticorps appropriés) contre Vinfluence altérante de 
cette substance, ef qu’elle sera, par exemple, @ la fois antihé- 
molytique et antibactéricide. 

L’expérience confirme entiérement ces prévisions. Elle 
montre qu’en mélangeant a de lantitoxine (préalablement chauffée 
iu 55°) une ceriaine dose de sérum frais de cobaye neuf, on enleve en 
néme temps a cedernier la propriété de restituer aw sérum hémolytique 
chauffé a 55° son activité globulicide, ei celle de rendre son pouvoir 
vibrionicide au choleraserum ‘qui a été porté & cette méme tem- 
pérature de 55°. Mais si, au lieu de mettre en jeu le sérwm de 
cobaye neuf, nous faisons intervenir a sa place le sérwm de lapin 
neuf, l’antitoxine ne manifeste plus aucune propriété protectrice, 
et ne préserve ni les vibrions ni les globules. Active, en effet, 
vis-a-vis de lalexine de cobaye, elle ne neutralise nulle- 
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ment Valexine de lapin. Voici le détail de cette expérience ; 


On emploie une émulsion de vibrions cholériques sensibilisés, préparée 
en délayant une culture sur gélose dans 10 c. c. d’eau physiologique; on 
ajoute au liquide 2 c. c. de cholérasérum (fourni par un lapin vaccine) 
chauffé au préalable 4 560-570, et qui par conséquent ne transforme plus les 
vibrions en granules. 

1o Mélanges a base de vibrions sensibilisés : 

a) Mélange de: 0,2 c. c. sérum frais de cobaye neuf; 0,4 ¢. c. d’anti- 
toxine (préalablement chauffée & 55°); 

b) Melange de: 0,2 c. c. sérum frais de cobaye neuf; 0,4 c. c. de sérum 
de lapin neuf (préalablement chauffé a 550) ; 

c) Mélange de: 0,2c. c. sérum frais de lapin neuf; 0,4 c. c. d’antitoxine 
(chauffée & 55°); 

d) Mélange de : 0,2 c. c. sérum frais de lapin neuf; 0,4 c, c. sérum de 
lapin neuf (chauffé 4 550). 

A chacun de ces quatre mélanges, on ajoute ultérieurement 0,2 ¢. c. de 
lémulsion de vibrions sensibilisés. Les mélanges séjournent ensuite une 
heure a 370. On constate que la transformation en granules est compléte 
dans les mélanges 6), c), d), Les vibrions ont au contraire garde leur forme 
normale dans le mélange «), dont l’alexine provient du cobaye et a été 
neutralisée par l’antitoxine; 

20 Mélanges a base de sang sensibilisé. Ce dernier consiste en un mélange 
de 0,2 c.c. de sang de lapin (préalablement lavé 4 l’eau physiologique) avec 
1c. c. de sérum hémolytique qui a été chauffé 1/2 heure a 559.5. 

e) Mélange identique a @) ; 

[) Mélange identique a 4); 

g) Mélange identique a ¢). 

On ajoute 4 chacun de ces mélanges 0,1 c. c. de sang sensibilisé. Les 
globules se dissolvent trés rapidement dans /), un peu moins rapidement 
dans q); ils restent intacts dans ¢). 


Comme complément a cette expérience, disons que Vaction 
bactéricide peut se constater non seulement par la transforma- 
tion des vibrions en granules, mais méme par la destruction 
compléte de ces microbes qui, transplantés ensuite en tubes de 
eélose, ne donnent plus de culture. C’est ainsi qu’une petite 
quantité de vibrions sensibilisés, introduite dans le sérum neuf 
de cobaye additionné de sérum neuf de lapin (chauffé au préa- 
lable & 55°), s’y stérilise entitrement. Au contraire, cette méme 
dose de vibrions, ensemencée dans le sérum de cobaye addition- 
né non plus de sérum normal de lapin, mais d’antitoxine 
(chauffée & 55°), y garde sa vitalité; les ensemencements d'un 
‘peu de ce mélange, pratiqués sur gélose a differents intervalles, 
donnent de nombreuses colonies. 
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Spécificite de Vaction anti-alexique de Vantitoxine. — Notre 
antitoxine neutralise l’alexine du sérum de cobaye. Nous avons 
déja vu qu’elle n’a point d’action sur Valexine du sérum de 
lapin. Agit-elle sur les alexines qu’on trouve dans les serums 
d’autres espéces animales? L’expérience permet de répondre a 
cette question. Il suffit, étant donné le mélange type : anti- 
loxine (chauffée a 55°), sérum frais de cobaye neuf, seusibili- 
satrice & dose assez forte (sérum hémolytique chaulfe a 55°), 
mélange dans lequel les globules restent intacts grace alinfluence 
de l’anti-alexine, — de préparer des mélanges analogues, mais 
qui contiennent, au lieu de sérum de cobaye neuf, une dose 
équivalente de sérum neuf d’un animal différent. Le sort. de 
globules de lapin, introduits ultérieurement dans des mélanges 
ainsi préparés, nous montrera si les alexines des divers sérums 
neufs ont été neutralisées par l’antitoxine, . 

On fait paraliclement une expérience de controle e en prépa- 
rant une série de melanges semblables, mais quirenferment, au 
lieu d’antitoxine, du sérum de lapin neuf (chauffé a 55°). Cette 
série de mélanges nous montre quelle est Vintensité de la des- 
truction des globules sous l’action combinée de la sensibilisa- 
trice et des sérums neufs, en l’absence d’antitoxine. I! est utile, 
en outre, d’avoir une troisieme série de mélanges contenant 
chacun;du sérum. de lapin neuf (chauffé & 55°), ainsi que Yun 
des sérums neufs soumis a I’étude, mais ne renfermant point 
de sensibilisatrice; cette derniére série nous renseigne sur les 
propriétés dissolvantes que les divers sérums neufs peuvent 
présenter sans le concours de la sensibilisatrice. Le sang de 
lapin qu’on introduit dans tous ces divers mélanges a été lavé 
au préalable a l’eau physiologique (les globules sont ainsi dé- 
barrassés de sérum neuf de lapin). 

. Sans entrer dans le détail fastidieux des expériences, nous 
en exprimerons le résultat en disant que notre antitoxine, qui 
neutralise trés efficacement alexine de cobaye, est sans action 
sur les alexines de rat, de chien, de lapin, de chévre, d’oie, de 
poule. 

‘Par contre, elle neutralise nettement l’alexine du sérum de 
pigeon. On peut done conclure que l’action anti-alexiques’exerce 


she 
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avec une spécificité assez stricte, mais qui n’est pas absolue, 
Sauf certaines exceptions (dont l’action sur V’alexine de pigeon 
nous offre un exemple), notre anti-alexine ne neutralise que 
Valexine de cobaye, et respecte les alexines de nombreux ani- 
maux différents. Ces résultats confirment nettement l'idée que 
les sérums provenant d’espéces animales différentes ne contien- 
nent pasla méme alexine; cette notion s’imposait du reste 
depuis longtemps, en raison de ce fait, que les globules d’une 
certaine espéce sont généralement attaqués plus ou moins forte- 
ment par les sérums neufs provenant d’espéces différentes. 


Action directe de Vantito.cinesur la toxine. — Notre anti-alexine 
s oppose a l’action délétére que l’alexine de cobaye peut exercer 
sur les globules de lapin. Dés lors, on a des raisons de croire 
que Vanti-alexine se combine a Valexine, ou, si l’on veut, agit 
directement sur cette toxine pour la détruire ou la modifier. 
Mais cette conclusion ne doit pas étre acceptée d’emblée avec 
une entiére certitude. On pourrait supposer peut-étre (avec peu 
de vraisemblance, il est vrai) que l’antitoxine n’agit pas en réa- 
lité sur l’alexine, mais qu elle empéche par un moyen quelconque 
(a la vérité assez difficile 4 concevoir) le globule de céder a Vin- 
fluence nocive de cette alexine. Le lecteur sait que divers obser- 
vateurs, particuligrement MM. Cherry et Martin, dont l’étudea 
porté sur d’autres toxines et d’autres antitoxines, ont apporté 
des faits favorables 4 lPidée que les antitoxines agissent directe- 
ment sur les toxines. 

Néanmoins, il est utile de rechercher si cette idée est exacte 
pour ce qui concerne spécialement notre toxine et notre anti- 
toxine. Pour y arriver, il importe, on le congoit facilement, de 
pouvoir répondre aux deux questions suivantes : 1° si l’on 
additionne deux doses égales d’antitoxine, la premiére d’un 
peu d’alexine non chauffée, la seconde d’une méme quantité 
d’alexine (ou sérum de cobaye neuf) rendue au préalable inactive 
par un chauffa ee & 55°, et qu'on chaulfe ensuite a55°-56° les deux 
mélanges obtenus. ces deux mélanges se montreront-ils, apres 
le chauffage, identiques dans leur valeur antitoxique vis-a-vis 
d’une nouvelle dose d’alexine fraiche et active? Cette question 
peut aussi s’exprimer comme suit : lorsque V’alexine a été chauf- 
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fée 2 55° et quelle a ainsi perdu sa toxicité pour le globule, neu- 
tralise-t-elle encore, d'une maniere définitive, autant d’antiloxine 
qu’elle en aurait pu neutraliser si elle n’avait pas été chauffée? 
2° si ’on soumet au chaulfage & 55° un mélange a peu prés 
neutre (inactif ou trés peu actif vis-a-vis de globules sensibilisés, 
etne manifestant plus, d’autre part, de propriétés antitoxiques 
intenses) d’alexine active (ou sérum neuf non chauffé) et d’an- 
loxine, rend-on & ce mélange des propriélés antitoxiques bien 
accusées ? 

Dans le cas ot Vantitoxine et l’alexine ne se seraient pas 
combinées, continuant a exister librement céte a céte, le chauf- 
fage, qui détruit la toxine (alexine) tout en respectant-l’anti- 
toxine, pourrait en effet faire réapparaitre, dans leur intégrité, 
les propriétés protectrices de cette derniére. D’autre part, si 
l’antitoxine n’agit pas directement sur l’alexine, les deux mélan- 
ges signalés a propos de la premiére question doivent posséder 
une valeur antitoxique identique aprés avoir été soumis au 
chauffage a 55°-56°. En effet, l'état (d’activité ou dinactivité 
cytolytique) ott se trouvait l’alexine avant d’étre mélée a Vanti- 
toxine ne doit pas exercer d’influence. Pour plus de clarté, nous 
répondrons immédiatement aces questions, en indiquant ensuite 
Vexpérience qui les concerne: 1° l’alexine qui a été chauffée 
a 55°, et quia perdu ainsi son activité globulicide, a perdu aussi, 
sinon tout a fait complétement, au moins en grande partie, le 
pouvoir de saturer l’antitoxine ; 2° si on mélange de lanti- 
toxine a une dose neutralisante d’alexine fraiche, et si on 
chauffe ensuite ce mélange 4 55°-56°, on ne récupere pas Vanti- 
toxine, bien que ce chauffage soit de nature a enlever A la 
toxine toute son activité. L’antitoxine a done été définitivement 
neutralisée. 

Ces notions nous aménent toutes deux a la conclusion qu’en 
réalité Vantitoxine agit directement sur la toxrine pour en annu- 
ler Pactivité toxique. Elles se dégagent de l’expérience suivante : 


On sait yue 2 parties d’antitoxine (préalablement chauffée 4 56°) neu- 
tralisent une quantité d’alexine (sérum frais de cobaye neuf) voisine de 
1 partie. On prépare donc un mélange a) contenant 2 c. c. d’antitoxine 
et 1 c.c, de sérum frais de cobaye neuf. On fait de méme un second 
mélange 4), contenant aussi 2c. c. d’antitoxine et1 c.c. de sérum neuf, mais 
ce sérum neuf de cobaye a élé. préalablement porté pendant 4/2 heure a la 
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temperature de 55°,5. Comme mélanges de contréle, on prépare en oulre : 
c) mélange de 2c.c. d’antitoxine et 1 c. c. d'eau physiologique, mixture dans 
laquelle l’antitoxine n’est soumise a aucune influence tendant a en 
diminuer la puissance; d) mélange de 2c. c. de sérum non antitoxique 
(sérum de lapin neuf chauffé a 550) et de 1 c. c. d’eau physiologique. 

On chauffe ensuite ces quatre mélanges, pendant 1/2 heure, a 550-560. 
Ce chauffage porte sur tous les mélanges, pour que toutes les conditions de 
lexpérience soient comparables, mais il intéresse surtout le mélange «) 
qui contenait de lalexine fraiche qu il s'agil de rendre inactive (si toultefois 
on admet qu’elle existe encore a son état primilif malgré le contact de l’anti- 
toxine). 

Le chauffage terminé, nous avons a comparer les quatre mélanges au 
point de vue de leur valeur antitoxique. A cet.effet, on les additionne d’une 
dose convenable, égale pour tous, de sérum frais de cobaye neuf !. Enfin, 
on introduit dans les diverses mixtures du sang fortement sensibilisé (sang 
de lapin préalablement lavé 4 l’eau physiologique, mélé a une forte dose de 
serum hémolytique quia été chauffé a 550-560). La dose de sensibilisatrice 
ainsi introduite est assez grande pour que linflauence antisensibilisatrice de 
Vantitoxine soit peu appréciable. 

Il est clair que le sang vase dissoudre dans Jes mélanges ow la toxine 
(alexine) nouvelle quon vient d’ajouter 4 dose convenable n’est pas neutra- 
lisée, en d’autres termes dans les mélanges qui ne contliennent pas d’anti- 
alexine active. Cette dissolution apparait trés vite dans le mélange d) (quin’a 
jamais contenu trace d’antitoxine). Au contraire les globules restent intacts 
dans le mélange ¢) ot l’antitoxine n’a été mélangée qu’avec de l'eau phy- 
siologique. Quant aux mélanges a) et 6), ils se comportent d’une maniére 
qui n’est pas identique. Dans le mélange ) (contenant a l’origine du sérum 
antitoxique additionné de sérum de cobaye neuf préalablement chauffé) les 
globules restent intacts comme dans ¢), sauf qu’a la longue ils finissent par 
se détruire partiellement; dans le mélange a), ou l’antitoxine avait été 
mélangée avec du sérum neuf non chanffé, ’hémolyse est remarquablement 
énergique ; le contraste entre les mélanges a) et 6) est frappant. Dans le 
mélange a) il n’y adoncplus qu'une influence antitoxique trés‘minime : le 
sérum neuf non chauffé a donc neutralisé, d'une maniére définitive et irré- 
vocable, trés notablement plus d’antitoxine que ne l’a fait le méme sérum 
soumis au préalable au chauffage 455°. 


Nous ne nous étendrons pas davantage sur le mécanisme 
suivant lequel le sérum antitoxique protége les globules contre 
Vhémotoxine; nous espérons pouvoir reprendre ultérieurement 
Vétude de ces questions. 

Mentionnons en terminant que l’antitoxine posséde encore, 
vis-a-vis de l’agglutinine de ’hémotoxine, des propriétés anti- 

4. On fait varier dans. différents essais cette dose de sérum neuf qu'il est 


utile d’ajouter, car on dispose, bien entendu, de plusieurs mélanges @), de plu- 
sieurs mélanges b), etc... 
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ageglutinantes. En outre, elle fait naitre un précipité dans le 
sérum hémolytique et aussi dans le sérum neuf de cobaye ; cette 
propriété précipitante existe non sculement dans le sérum des 
lapins fournisseurs de notre antitoxine (lapins qui ont été traités 
par le sérum hémolytique), mais aussi dans celui de lapins qui 
ont été injectés simplement de-sang défibriné ou de sérum de 
cobaye neuf. Pour ce qui concerne celle propriété, nous ren- 
voyons a nos mémoires antérieurs'. 


§ Ili. — Opservations RELATIVES AUX THEORIES QUI CONCERNENT 
IMMUNITE CHIMIQUE. 


L’immunité résulte de Pactivité de la phagocytose, fonction 
indispensable a la destruction des éléments étrangers (microbes 
ou cellules) introduits dans ’organisme, et qui consiste dans 
Venglobement ct la digestion de ces éléments. On constate fré- 
quemment en outre, dans l’immunité et spécialement l’immu- 
nité artificielle, existence de matiéres particuliéres, présentes 
danslesérum, et quisouvent sontcapablesd’exercer une influence 
nuisible, une sorte de digestion, sur les éléments figurés contre 
lesquels la vaccination a été pratiquée. Au fur et a mesure que 
nos connaissances se complétent et se coordonnent, on enarrive 
de plus en plus nettement a cette notion que ces substances 
actives doivent leur origine a ces mémes cellules phagocytaires, 
qui veillent a la défense de l’organisme. 

Les propriétés cytolytiques d’un sérum apparaissent de plus 
eo plus comme une manifestation nouyelle de l’activilé des cel- 
lules protectrices. Tout tend done & s’harmoniser dans l'étude 
de 'immunité, et cette harmonie qui s’établit pouvait étre pré- 
vue, les phagocytes étant, par leurs fonctions et par leur origine, 
ainsi que la montré M. Metehnikoff, de véritables cellules 
digestives, aptes par conséquent a créer des substances amenant 
la destruction et la digestion des éléments étrangers. 

Mais ces substances qu’on trouve dans les sérums doivent 
aussi, indépendamment de leur origine, étre étudiées en elles- 
mémes. L'étude de cette « immunité d’ordre chimique » a con- 


1, Rappelons seulement que la « propriété précipitante » d’un sérum semblable 
est indépendante du pouvoir antitoxique que ce sérum peut presenter, Elle n’a 
pas de rapports non plus avec la propriété agglutinative que ce sérum peut ma- 
nifester a Pégard de globules rouges. 
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sislé jusqu ici, essentiellement, dans des recherches comparatives 
portant sur des sérums fournis soit par des animaux neufs, soit 
par des animaux en état d’immunité artificielle. Pour ce qui 
concerne surtout ces derniers, on a pu reconnaitre dans le 
sérum existence de propriétés cellulicides souvent énergiques, 
et qui présentent le caractére de la spécificité!. Mais ce n’est pas 
uniquement ce pouvoir cytolytique qui caractérise les immun- 
sérums; ceux-ci possedent encore la propriété singuliére, dont 
MM. Fraenkel et Sobernheim ont, en 1894, fourni le premier 
exemple, de faire naitre, lorsqu’on les injecte & unanimal neaf, un 
pouvoir cellulicide intense dans le sérum de ce dernier. Chose 
remarquable, les immunsérums possédent encore cette propriété 
lorsqu’on leur a fait perdre au préalable leur pouvoir cellulicide 
propre, ce’qu’on réalise facilement en les chauffant & 55°. Pour 
citer ’exemple apporté par MM. Fraenkel et Sobernheim, — du 
cholérasérum, soit intact, soit quia été chauffé a 55°-60°, injecté 
iun animal neuf, confére au sérum de celui-ci un pouvoir bacté. 
ricide intense. Autre exemple : un sérum hémolytique (prove- 
nant d’un lapin « vacciné » contre le sang de poule), injecté aun 
lapin neuf, confére au sérum de celui-ci un pouvoir globulicide 
intense vis-a-vis des hématies de poule*. Pour compléter ces 
notions, ajoutons que le sérum de l’animal neuf, injecté préala- 
blement d’un immunsérum, possede un pouvoir cellulicide tout 
a fait pareil (marqué au sceau dela méme spécificité) a celui 
qu’on pouvait constater dans l’immunsérum injecté. Comme nous 
lavons montré, en 1895, uu cobaye injecté d’un immunsérum 
actif sur le Vibrio Metchnikovi acquiert dans son sérum un pou- 
voir bactéricide atteignant le Vibrio Metchnikovi, ne se mani- 
festant pas'a Pégard d’autres vibrions tels que le vibrion cholé- 
rique. 

Comment se décéele Vinfluence destructive d’un sérum cylo- 
lytique surl’élément figuré qu’ilimpressionne? Quelle estlalésion 
subie par cet élément en présence de sérum actif, lésion dont 
Vexistence nous permettra de constater immédiatement l’in- 
fluence cellulicide? Elle variera naturellement avec la nature de 
Vélément figuré. Pour les microbes du groupe des vibrions, cette 


1. La notion de la spécificité dans les phénomeénes bactericides est due essen- 
tiellement aux recherches de Pfeiffer. 
2. Ces Annales,.avril 1899, p. 276. ° 
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lésion consiste dans la transformation en granules; pour le glo- 
bule rouge, elle consiste dans Vhémolyse. Chacun le sait, la 
métamorphose en granules des vibrions (vibrion cholérique, par 
exemple) a été vue pour la premiére fois par Pfeiffer dans le 
péritoine des animaux aclivement ou passivement immunisés. 
Ce savant admettait que cette modification du vibrion ne pouvait 
se produire que dans l’intérieur de lorganisme, et non in vitro; 
cette transformation du microbe décelait d’aprés lui une action 
bactéricide tout a fait particuliére, spécialement inhérente a la 
vie de animal, nullement identifiable par conséquent a laction 
bactéricide que le cholérasérum peut manifester in vitro. Il y 
aurait donc, d’aprés ce savant, deux catégories bien distinctes 
d’actions bactéricides, les unes observables exclusivement 
in vivo (et dénotées par la transformation du microbe en gra- 
nules), les autres (moins énergiques et moins importantes) pou- 
vant se produire in vitro. Si cette maniére de voir cut été exacte, 
Vétude du pouvoir bactéricide ett été singuliérement compli- 
quée. Mais on sait qu’elle n'est point d’accord avec les faits : 
M. Metchnikoff’, dans une expérience classique et qui inaugure 
l'étude approfondie de ces phénoménes, put obtenir in vitro la 
transformation granuleuse des vibrions, en mélangeant des vibrions 
ai un peu de cholérasérum et a unecertaine quantité d’exsudat 
péritonéal provenant d’uncobaye neuf; nous avons montré ensuite 
que le cholérasérum frais est parfaitement capable a lui seul de pro- 
voquer chez les vibrions la transformation granuleuse, méme lors- 
qu'il est totalement limpide et dépouvu de cellules. 

Par conséquent, et c’est & cela que nous voulions en venir, 
action bactéricide d’une humeur ou d'un sérum actifs vis-a-vis 
du vibrioncholérique se décéle réguliérement, in vivo et in vitro, par 
la transformation de ces vibrions en granules arrondis. De méme 
action cytolytique d’un sérum ou d’une humeur, actifs vis-a-vis 
(le globules, se décéle toujours, in vitro comme dans le péri- 
toine, par la destruction du globule avec diffusion de ’hémo- 
globine. 

Kn résumé ; @) les sérums que nous considérons, provenant 
d’animaux immunisés (activement ou passivement), sont cytoly- 
liques, et cette cytolyse consiste dans des altérations telles quela 
transformation des vibrions en granules, la destruction des glo- 


1. Ces Annales, 1895. Destruction extracellulaire des bactéries. 
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bules. Certaines humeurs (exsudat péritonéal) de ces animaux 
exercent soit in vivo, soit in vitro des effets cytolytiques tout a 
fait semblables ; b) un immunsérum déterminé, injecté a des 
animaux neufs, confére au sérum et a certaines humeurs (exsu- 
dat péritonéal) de ces animaux, des propriétés cytolytiques 
entiérement identiques a celles de ’immunsérum, et qui peuvent 
se manifester soit in vivo, soit in vitro. L’immunsérum qu'on 
injecte confére encore cette propriété remarquable, méme lors- 
qwil aété privé, par le chauffage 4 55°-60°, de son pouvoir des- 
tructif propre, 

Ce sont ces faits qui devaient étre coordonnés et expliqués par 
une théorie. La premiére qui ait été proposée est celle que nous 
avons émise en 1895, et que nos recherches ultérieures ont pu 
confirmer entiérement sans rien y ajouter d’essentiel. [Il nous 
paraissait assez superflu de la rééditer en ce moment, attendu 
que nous l’avons exposée ou résumée a plusieurs reprises '. Tou- 
tefois cette théorie ne rencontre pas encore l’adhésion unanime; 
(autres observateurs lui préférent une théorie bien différente ; 
c’est pourquoi nous croyons utile d’y revenir encore et d’exa- 
miner en méme temps les conceptions qui lui ont été opposées. 


Théorie de Bordet (1895). — Notre maniere de voir, telle que 
nous |’avons exprimée il y a cing ans, est basée sur la possibilité 
(démontrée en premier lieu par M. Metchnikoff) d’obtenir in 
vitro la transformation granuleuse des vibrions, et spécialement 
sur les faits suivants, que nous avons fait connaitre a cette 
époque : 

1° Le cholérasérum frais transforme en granules le vibrion 
cholérique ; cette modification in vitro est entiérement identique 
a celle que Pfeiffer a le premier observée in vivo, dans le péri- 
toine ; elle présente, au méme degré, le caractére de la spécificité, 
et peut servir de méme au diagnostic des vibrions. En outre, le 
cholérasérum posséde, méme & petite dose, le pouvoir d’agglo- 
mérer en amas une culture de vibrions * ; 


1. Ces Annales 1898 (Les leucocytes et les propri¢tés actives du sérum). — 
Annales de la Société des Sc. nat. et méd. de Bruxelles, 1895. — Ces Annales, 1896 
(Mode d’action des sérums préventifs, p. 216 et 217). — Ces Annales 1898 (Agglus 
tination et dissolution des globules rouges) et 1899, page 279. 

2. (etait 1a le premier exemple de agglutination rapide d'une culture sous 
linfluence d’une dose méme faible du serum speécitique. 
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2° Chauffé a 55°, le cholérasérum perd (en méme temps que 
tout pouvoir bactéricide), le pouvoir de transformer les vibrions. 
Dans ces conditions, il reste agglutinant ; 

3°.Le cholérasérum ainsi traité récupere toute son énergie 
bactéricide premiere par l’addition de sérum neuf, qui pourtant 
n'est, par lui-méme que faiblement bactéricide. Une petite quan- 
tité de cholérasérum soit intact, soit qui a été chauffé a 55°, sulfil 
ainsi a conférer, a une dose assez forte de serum neuf, un pouvoir 
bactéricide intense et spécifique, qui se traduit par la transfor- 
ination des vibrions cholériques en granules’ ; 

‘° Par lui-méme et sans {le concours du cholérasérum, le 
sérum neuf est capable de provoquer, a un faible degré tout au 
moins, la transformation des vibrions, surtout si ceux-ci sont 
atténués ; 

5° Soumis au chauffage a 55°, le sérum neuf perd cette pro- 
priété et devient en méme temps incapable de restituer l’activité 
bactéricide au cholérasérum qui a été chauffé a 55°. 

La théorie fondée sur ces faits principaux consiste dans les 
deux propositions suivantes : 

A) Le pouvoir bactéricide du cholérasérum (ou d’autres 
sérums similaires) est di a existence, dans ce sérum, de deux 
substances bien distinctes : la premiére qu’on peut appeler subs- 
tance préventive ou anticorps (nous l’appelons maintenant sen- 
sibilisatrice), est spéciale 4 Vimmunsérum et le caractérise; elle 
est spécifique ; elle résiste & Vaction dune température de 55°-60° 
ou méme davantage. L’autre, qu’on peut appeler substance bac- 
téricide proprement dite ou alexine, existe aussi bien dans le 
sérum neuf que dans le sérum des vaccinés ; elle se détruit a 
55°. faut, pourquele pouvoir bactéricide se manifeste énergique- 
ment et avec specilicilé, que ces deux substances soient toutes 
deux présentes dans le sérum. En chauffant le cholérasérum 
4 55°, on nen detruit pas la matiére préventive, mais on le prive 
de son alexine. Celle-ci existant dans le sérum neuf, il suffit pour 
rendre au cholérasérum chauffé son activité premiére, de l’ad- 
ditionner de sérum neuf’. Grace a ce mélange, le cholérasérum 


1. West un semblable mélange que nous recommandions, a cette époque, pour 
la pratique du diagnostic, ¢m vitro, du vibrion cholérigae. ; 
* 2. Nous avons. constaté;-avec surprise, que certains auteurs, spécialement en 
Allemagne, écrivent a propos de’ ces notions un historique fort inexact, attribuant 
ena pends a6 ces faits a des auteurs qui n'ont abordé ces questions que tout a 
ait recemment, 


n> 2. 
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posséde de nouveau les deux substances dont le concours est 
nécessaire & la bactériolyse intense et spécifique. 

La matiere préventive (ou, sil’on veut, le cholérasérum qui 
a été chauffé a 55°-56°) n'est nullement bactéricide. Quant au 
sérum neuf, il posséde par lui-méme, grace a l’alexine qu'il con- 

En consequence, nous nous permettons de citer textuellement certains passages 
de notre mémoire de 1895. (Ges Annales.) On lit, page 480 et 481 : «.. Tout se 
passe comme si la matiére bactéricide des animaux vaccinés et celle des animaux 
neufs, bien que Pune soit active et speécifique et que Vautre ne posséde pas ces 
caracteres, etaient cependant identiques. Peu active dans le sérum neuf, cette 
mati¢re agit énergiquement dans le sérum des vaccinés, sous Vinfluence de la 
matiére préventive qui, se trouvant a colé delle, en exalle le pouvoir et en méme 
Lemps communique Pimpulsion spécifique. 

Il suftit en effet d’ajouter & du sérum neut, par lui-méme peu bactéricide, une 
petite quantité de sévum anticholérique soit frais, soit prealablement chauffe vers 
G0° ef dénue ainsi daction nocive envers les vibrions, pour luz communiquer un 
pouvoir bactéricide trés marqué. Done deux liguides, bactéricides & peine isolé- 
ment, forment un mélange forlement antiseptique. Ce pouvoir antiseptique, nous 
le verrons plus loin, est spécifique... On peut exprimer le fait en d’autres termes, 
en disant qu’ilsuffit, aprés avoir chauffé du sérum préventif, d’y ajouter du sérum 
neuf, pour lui rendre son pouvoir bactéricide intense et spécifique... I suffit d’une 
trés petite quantite de sérum préventif pour rendre le sérum neuf fortement bac- 
téricide ; ce pouvoir se constate par la méthode des ensemencements successils sur 
plaques, mais on peut le déceler aussi en ajoutant au mélange une gouttelette de 
liquide tenant en suspension les vibrions; ceux-ci se transforment rapidement en 
granulations. Le « phénomeéne de Pfeiffer » se produit ainsi in vilro; nous revien- 
drons plus loin sur ce point. De méme qu’une petite dose de s¢rum préventif, qui 
vaccine les animaux, leur confére le pouvoir bactéricide vis-a-vis du vibrion, de 
méme une trace de ce liquide « vaccine » en quelque sorte le sérum neuf, en Lui 
donnant un pouvoir bactéricide intense 4 Pégard de ce méwme vibrion. » 

Page 499 : « Le sérum des animaur vaccinés ne posséde pas de substance bac- 
tericide qui lui sott particuliére; la substance bactéricide, toujours la méme, est 
répandue dans le sang neuf comme dans celui des organismes immunisés. 

Lorsqwelle west point mélangée a la maliorve préventive, elle nes! point spéci- 
fique, et ne manifeste beaucoup d’activilé qua Pégard des yibrions trés alténuds, 
It hu faut, pour que son action soit energique, la présence simultanée dune subs- 
lance préventive, dont seul le sérum des vaccinés est largement dolé. Peut-ctre 
cette matiére préventive spécilique exerce-t-elle par elle-méme sur les vibrions 
une certaine tnfluence défavorable, qui les prédispose a ressentir plus vivement 
le pouvoir de la substance bactéricide. On peut en tous cas lui dénier les pro- 
priétés dun réel antiseptique, car elle est invapable de stériliser un ensemence- 
ment peu abondant, ef méme de s’opposer & la multiplication... A Vétat frais, le 
scrum des vaccinés possede a la fois ces deux substances; conservé pendant 
longtemps ou chauffé a 55° pendaat quelques minutes, il ne posséde plus que la 
substance préventive; pour lui rendre son énergie antiseptique, il faut lui ajouter 
du sérum frais. Et il c:{ indifferent alors que la malicre bactévicide de ce sérum 
frais provienne d’un animal neuf, d’un animal vacciné contre Pun ou lautre 
vibrion, ou_méme dun organisme qui vient de succomber a des infections teltles 
que le charbon, etc... En outre, on peut admettre (conformeément a une experience 
eitée dans le texte) que la quantité de substance bactericide renfermée dans le 
serum de vaccinés, bien que paraissant plus grande, n’est pas -considérablement 
supérieure a celle que contient le sérum neuf (page 500). 

Nous tappélons plus loia, dans le texte du présent article, dautres citations, 
spécialement celle qui précise Vidée de Vunité de la substancé bactericide dans 
les divers immunsérums, et celle qui explique Vapparition du pouvoir bactéricide 
dans les humeurs des animaux passivement immunises, 
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tient, une certaine activité bactéricide, assez légére en général, 
qui n’est pas spécifique et se manifeste sur des microbes divers, 
surtout sur les microbes atténués. Mais, en présence de la 
matiére préventive d’un immunsérum déterminé, lalexine 
attaque spécifiquement, avec une extréme ¢nergie, la race déter- 
minée de microbes vis-a-vis de laquelle ’immunsérum est actif. 
Ainsi, le sérum neuf, en présence de la matiére que le cholé- 
rasérum posséde encore aprés avoir ¢té chauffé a 55°, atiaque 
énergiquement le vibrion cholérique, sans que son activité 
envers d’autres microbes soit augmentée. 

Enrésumé, la matiére préventive (anticorps) nullement bacté- 
ricide par elle-méme, agit spécifiguement sur l’élément figure, 
en favorisant beaucoup, en exagérant considérablement I’action 
altérante que l’alexine peut manifester 4 ’égard de cet élément. 
Nous appelons maintenant la matiére préventive, sensibilisatrice, 
(sensibilisant élément a Vaction de l'alexine). 

Disons-le immédiatement pour plus de clarté, nous avons 
fait voir en 1898, lorsque nous avons fait connaitre les sérums 
hémolytiques, que toutes ces notions et en général celles qui 
vont suivre, concernent aussi bien les sérums spécifiques actifs 
vis-a-vis des globules, que les sérums bactériolytiques ¢tudiés 
en premier lieu. Nous avons été suivi en cela par Ja plupart 
des observateurs qui se sont occupés ensuite des sérums hémo- 
lytiques, en particulier par MM. Ehrlich et Morgenroth. Rien 
n’est changé dans les phénoménes, sauf la nature de la cellule 
sensible, ’hémolyse correspondant & la bactériolyse. 

B) Quand on injecte un immunsérum, tel que le choléra- 
sérum, a un animal neuf, c’est Vintroduction de la matiére pré- 
ventive (sensibilisatrice) qui communique aux humeurs de ce 
dernier le pouvoir bactéricide spécifique. L'introduction de 
lalexine (que l’immunsérum contient aussi lorsqu’il est frais) 
n'a pas d’importance a cet égard. Aussi, les phénomenes sont- 
ils les mémes lorsqu’on injecte l’immunsérum apres lavoir 
chauffé @ 55°, Comme nous Ie disions dans notre article de 1895: 
« On congoit nettement pourquoi la présence de cette matiére 
bactéricide (alexine) n'est pas indispensable a l’actiyité du sérum 
préventif. Elle n’est pas spéciale a ce sérum, elle existe dans le 
sérum neuf. L’animal neuf a qui l’on injecte le cholérasérum 
posséde déja cette matiére : il est inutile de lui en fournir une 
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quantité additionnelle. Ce que lanimal neuf ne posséde pas, 
c’est la substance préventive ; c’est cette derniére par conséquent 
qu'il importe de lui donner. » Dés qu’il a recu la matiére pré- 
ventive, l’animal posséde désormais les deux substances néces- 
saires ala production de phénoménes bactériolytiques intenses 
et spécifiques. Si nous saignons l’animal, il nous donnera un 
sérum contenant non seulement de Valexine (comme en con- 
tient le sérum neuf), mais aussi une certaine dose de matiére 
préventive; ce sérum se montrera actif vis-a-vis du vibrion. 
« C’est la rencontre de deux substances qui provoque dans Vor- 
ganisme, comme dans un tube a réactifs, ’énergique pouvoir 
bactéricide. » (Loc. cit. p. 506.) 

Nous l’ayons dil plus haut, cette théorie, résumée ici telle 
que nous l’avons énoncée autrefois, s applique entitrement aussi 
aux sérums hémolytiques'. La notion dominante qui lui sert de 
base estque la matiére bactéricide (ou cellulicide) conférant aux 
divers immunsérums leurs propriétés cellulicides respectives 
est Loujours Ja méme, toujours semblable a celle qu’on trouve 
dans le sérum neuf; c’est Valexine. C’est la le principe de Vunité 
de la matiére cytolytique, principe que nous exprimions en 4895, 
en disant que chez les animaux neufs ou vaccinés, « la matiére 
bactéricide est trés généralement la méme, quel que soit d’ail- 
leurs le microbe qui ait fait invasion dans les tissus. Chez les 
animaux vaccinés respectivement contre certaines infections, 
Vénergie de la substance bactéricide se fait sentir plus vivement 
contre tel microbe en particulier, et cela sous l’influence de la 
matiére préventive spécifique, variable suivant les cas, et dont 
la nature dépend de celle du microbe qui a seryi a Vimmunisa- 
tion. C’est par Pintermédiaire de cette singuliere substance, la matiere 
préventive, que Vorganisme dirige son pouvoir destructif spécialement 
contre un virus déterminé * ». 

Il est évident qu’il faut actuellement remplacer dans cet 
énoncé le mot microbe par le terme élément figuré (pouvant 
étre un microbe ou une hématie). Il faut d’autre part faire cette 


i, Il est probable qu’elle s’appliquera aussi aux divers immunsérums, aclifs 
vis-a-vis d’autres cellules (par exemple sérum spermotoxique découvert par 
M. Landsteiner, sérum leucotoxique de M. Metchnikoff, sérum épithéliotoxique 
de M. Von Dungern). 

2. Contribution & étude du sérum Chez les animaux vaccinés. Annales de la 
Socielé royale des sciences nalurelles et médicales de Bruxelles, 1895. 
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réserve que si l’alexine est identiquement la méme dans un 
sérum neuf et un immunsérum provenant tous deux d’une méme 
espéce animale, il existe d’autre part des differences entre les 
alexines fournies par des espéces différentes, différences qui se 
révélent surtout dans l’étude de ’hémolyse. Cependant les 
alexines ont, chez les différents animaux, les mémes caractéres 
essentiels. — Nous avons fait antérieurement une autre réserve, 
c'est que certains sérums neufs renferment parfois, ad cdté de 
Valexine, d’autres matiéres bactéricides, enlicrement différentes, 
et d’un intérét moins général. Par exemple, la mati¢re bactéri- 
cide qu’on trouve dans le sérum de rat, et qui détruit la bac- 
térie charbonneuse, n’est certainement pas une alexine |. 

Quant a Videntité absolue, chez la méme espeéce animale, de 
Valexine hémolytique et de Valexine bactériolytique, nous 
croyons l’avoir solidement établie au cours du présent mémoire. 

En outre, le fait que « c’est par lintermédiaire de la sensibi- 
lisatrice que l’organisme dirige son pouvoir cellulicide spéciale- 
ment contre un élément figuré déterminé », ce fait est entiére- 
ment confirmé par les expériences mentionnées dans la premiére 
partie du présent article, expériences prouvant que non seule- 
ment le méme sérum neuf (ce que nous savious depuis longtemps), 
mais la méme alexine (ce qui est plus précis) détruisent tantot le 
vibrion, tantot les hématies, suivant qu’on fait intervenir soit 
Phémo, soit la choléra-sensibilisatrice. 


x 


ae 
, 

Notre théorie implique forcément deux affirmations : 

La premiére est que les phénoménes cytolytiques qu’on peut 
observer in vitro, en mettant élément sensible en contact avec 
les deux substances du sérum actif, sont tout a fait comparables, 
comme nature et comme intensité, a ceux que cet élément peut 
subir in vivo (dans le péritoine), ea présence de ces deux mémes 
substances. Cette conséquence se vérifie par lexpérience, a 
condition, bien entendu, quel’élément soit placé, in vitro comme 
im vivo, au contact de quantités identiques ou au moins compa- 
rables des deux substances actives. Par exemple, sion mélange 

|, Le sérum de rat posséde d’ailleurs, outre cette matidre spéciale, une alexine 


tout a fait comparable a celle des autres sérums, douée des mémes caracti-res. 
Voir notre note dans ces Annales 1899, page 291, 
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a des vibrions la quantité minimale de sensibilisatrice (choléra- 
sérum chauffé a 55°), permettant a ces vibrions de se transformer 
en granules sous l’influence d’une addition d’alexine (sérum 
neuf), on trouve que cette dose de sensibilisatrice se rapproche 
beaucoup de la dose minimale qu’il faut ajouter 4 une méme 
quantité de vibrions, pour quils puissent se transformer en 
granules lorsqu’on les injecte dans le péritoine d’un animal 
neuf, c’est-a-dire lorsqu’on les met en présence de lalexine 
contenue dans l’exsudat péritonéal. Nous avons briévement 
mentionné ce fait antérieurement. 

Une seconde affirmation est la suivante : lorsqu’on injecte 
un immunsérum a un animal neuf, cet animal ‘neuf se comporte 
comme le dépositaire passif de la sensibilisatrice. 

L’organisme regoit cetle substance, mais ne la modifie pas; 
celle-ci se dilue dans les humeurs et surtout dans le sang. Aussi 
le sérum, extrait ultérieurement acet animal neuf, doit se com- 
porter comme le ferait une dilution de la sensibilisatrice (ou 
@immunsérum) dans du sérum neuf. Nous croyons avoir 
démontré lexactitude de cette assertion, qui découle forcément 
de notre théorie '. Nous avons montré autrefois que cette asser- 
lion se vérifie pour ce qui concerne la propriété agglutinante *. 


* 
* * 


Théorie de Pfeiffer (4896). — La théorie dont Pexposé précede 
ne fut pas la seule que suscita l’étude des sérums bactéricides. 
L’année suivante, M. Pfeiffer émit, pour expliquer la transfor- 
mation granuleuse des vibrions in vitro, une maniére de voir qui 
s’écarte considérablement de la ndétre sur plusieurs points 
importants. 

M. Pfeiffer, qui a étudié avec tant de soin les phénomeénes 
bactériolytiques que présentent les vibrions dans la cavilé péri- 
tonéale des animaux immunisés, établit une distinction assez 
tranchée entre ces phénoménes et les actions microbicides 
observables in vitro; celles-ci seraient en général, d’aprés ce 
savant, beaucoup moins énergiques. D’aprés M. Pfeiffer, les 

4. Voir ces Annales, 1899, pages 276 a 278. Nous profitons de l’occasion pour 
rectifier, dans ce passage, une erreur d’impression qui le rend peu comprehen- 
sible. Page 277, ligne 3, au lieu de « trois ou quatre parties desang de lapin », il 


faut lire « trois ou quatre parties de sang de poule ». 
2. Mode d’action des sérums préventifs. Ces Annales, 1896. 


292 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR. 


animaux vaccinés contre le vibrion possédent un anticorps spéci- 
fique qui peut se rencontrersous deux formes, une forme inactive, 
stable (sous cette forme l’anticorps peutse conserver longtemps), 
une forme active ou trés bactéricide, beaucoup moins stable. 
L’anticorps peut passer facilement de l'une & l’autre de ces 
deux formes. La transformation de Ja forme inactive en forme 
active s’effectue aisément sous influence d’une substance- 
ferment dorigine cellulaire; elle se produit facilement surtout 
dans lVorganisme, de sorte que celui-ci peut mettre en ceuvre, 
contre les vibrions, l’anticorps sous sa forme active et tres 
bactéricide. Au contraire, lesérum renfermerait l’anticorps sous 
sa forme stable, inactive, forme sous laquelle lVorganisme 
emmagasine l’anticorps el le conserve pour les besoins 4 venir. 
Sous cette forme, l’anticorps serait incapable de détruire active- 
ment les vibrions. Certes, M. Pfeiffer ne nie pas que la transfor- 
mation des vibrions en granules puisse s’observer in vitro, dans 
le cholérasérum frais. Mais M. Pfeiffer explique ce fait en 
admettant que le sérum, lorsqu’il est bien frais, contient toujours 
une certaine dose de la substance-ferment; grace a la trans- 
formation opérée par cette derniére, ’immunsérum frais (ou 
additionné de sérum frais) contient de la sorte un peu d’anti- 
corps actif et bactéricide. On voit que, pour expliquer le phéno- 
méne bactéricide in vitro, M. Pfeiffer parait se rallier 4 notre 
maniére de voir, en ce sens qu'il admet, pour la production de 
la bactériolyse in vitro, le concours de deux substances. Mais 
cette ressemblance entre les deux théories n’est que superfi- 
cielle. 

En effet, d’aprés M. Pfeiffer et ses éléves, la substance qui 
existe dans le sérum bien frais (et qui a recu le nom d’alexine) 
ne serait pas, & proprement parler, une matiére bactéricide; 
elle serait le ferment capable de transformer la forme inactive 
de l’anticorps en forme active. Lorsque la transformation des 
‘vibrions en granules s’observe in vitro dans le cholérasérum 
frais, les vibrions se détruiraient sous l’influence de l'anticorps 
actif, et non point par l’action directe de l’alexine, celle-ci 
n’intervenant que pour faire apparaitre l’anticorps actif. En 
conséquence, la matiére cellulicide proprement dite serait tou- 
jours spécifique ; au lieu d’étre la méme dans les divers immun- 
scrums, ainsi que nous ladmettons, elle varierait de l'un de ces 


an 
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sérums 4 J’autre, les divers immunsérums ayant des anticorps 
différents. 

Mais si l’alexine n’intervient pas directement, par ses pro- 
priétés destructives propres, dans les alltérations subies par les 
vibrions ou les globules, pourquoi les sérums neufs, qui ne 
contiennent pas de ces anlicorps spécifiques produits par la 
vaccination, pourquoi les sérums neufs peuvent-ils exercer sur 
les vibrions une influence bactéricide (transformation granu- 
leuse) certes beaucoup moins intense, mais comparable dans sa 
nature a celle que manifeste l’immunsérum le plus fort ? Pour- 
quoi peuvent-ils (fait sur lequel Buchner a tant insisté dans ses 
belles recherches ') provoquer aun certain degré le phénoméne 
de ’hémolyse? 

Cette hémolyse, plus faible assurément, est néanmoins com- 
parable 4 celle qu’opérent les sérums hémolytiques. L’immuni- 
sation artificielle, qui se signale par la production d’anticorps 
spécifiques, ne crée pas la cytolyse, elle se borne a la rendre 
spécifiquement plus énergique, grace a influence d’une sensi- 
bilisatrice ou anlicorps spécifique. Tout ceci tend a faire rejeter 
la théorie de M. Pfeiffer. 

Cette théorie présenterait cerles uneréelle vraisemblance si les 
phénoménes cytolytiques, produits in vitro par les immunsérums, 
étaient beaucoup moins intenses que ceux provoqués par ces 
sérums a lintérieur de Vorganisme (cavité péritonéale). Mais 
cette différence d’intensité, nous le répétons, ne s’observe pas. 
Certes, si l’on prépare in vitro un mélange d'une quantité assez 
considérable de vibrions et d’ une dose de cholérasérum insuffisante 
a produire l’effet bactéricide, et qu’on injecte ensuile ce mélange 
dans le péritoine d'un animal neuf, il arrive souvent que la 
transformation en granules, absente dans le mélange avant 
Vinjection, apparait dans l’organisme. Mais il est de toute évi- 
dence qu’en injectant ce mélange, on l’a mis en contact avec 
une quantité d’alexine nouvelle, celle de l’exsudat péritonéal ; 
on a donc augmenté la quantité de l’une des deux substances 
nécessaires & la destruction des vibrions; il n’est pas étonnant 
que ceux-ci souffrent davantage *. Pour apprécier activité bac- 


4. On le sait, c’est M. Buchner qui a mis en lumiére, il y a longtemps déja, 
ce fait fondamental qu’un sérum neuf chauffé a 55° perd a la fois ses propriétés 
bactéricides et globulicides. 

2. Nous rappelons au lecteur, avec une certaine insistance, cette notion (dé- 


= »s oe Na ee ek ae a 
: 


294 ANNALES DE L’'INSTITUT PASTEUR, 


téricide, soit in vitro soit in vivo, il faut dans lun et lautre cas 
mettre les vibrions en présence de quantités comparables des 
deux substances actives; en se conformant a cette précaution, 
on constate que les vibrions, ou les globules, s’altérent in vitro 
comme dans le péritoine. 

Les propriétés de l’antitoxine étudiée au cours des pages 
précédentes suggérent une objection nouvelle a la théorie de 
M. Pfeiffer. 

Mélangeons 4 une certaine quantité (0,4 ¢, ¢. par exemple) 
de sérum hémolytique préalablement chauffé & 55° (sensibilisa- 
trice) un peu de sérum frais de cobaye neuf (0,2 c. c.). Préparons 
autre part des mélanges, en quantités correspondantes, de la 
méme sensibilisatrice avec du sérum neuf de lapin ou de rat. 
Nous constatons que de tels mélanges sont tous fortement hémo- 
lytiques pour les globules de lapin, bien que les divers sérums 
neufs et la sensibilisatrice soient isolément peu ou pas globuli- 
cides. Que s’est-il passé d’aprés la théorie de M. Pfeiffer? Les 
alexines de cobaye, ou de rat, ou de lapin, ont transformé 
anticorps inactif, stable etrésistanta la chaleur (seusibilisatrice), 
en anticorpsactif et globulicide spécifique. Dans tous les mélanges, 
c’est par conséquent toujours cet anticorps actif, et non l’alexine, 
qui détruit les globules. Nous pouvons méme ajouter que c’est le 
mélange de sensibilisatrice et de sérum neuf de cobaye qui con- 
tient la plusfortedose de cet anticorps actif; en effet, l’expérience 
le montre, c’est ce mélange qui détruit les globules le plus rapi- 
dement. 

Or, si tous les mélanges contiennent la méme substance 
hémolytique spécifique, on doit prévoir qu’une antitoxine 
capable d’annuler Vactivité de Pun de ces mélanges devra neu- 
traliser de méme, d’aprés la théorie de M. Pfeiffer, V'activité glo- 
bulicide des autres mixtures. Ajoutons donc au mélange le plus 


montree dans notre article de 1895) qu'un immunsérum frais (tel que le choléra- 
serum) ne contient pas considérablement plus d’alexine que n’en contient le 
sérum neuf. Par contre, sa fonction sensibilisatrice est trés puissante, de sorte 
que limmunsérum peut sensibiliser plus de microbes qu’il n’en peut détruire au 
moyen de son alexine. En (autres termes, la dose d’alexine contenue dans un 
volume déterminé dimmunsérum est trop faible pour détruire tous les vibrions 
que ce volume pourrait sensibiliser. C’est pourquoi ce volume de cholérasérum 
peut détraire beaucoup plus de vibrions lorsqu’on l’additionne de sérum neuf, qui 
fournit une quantité complémentaire d’alexine. Nous avons exprimé plus haut, 
en termes différents, cette meme notion. En rappelant les faits qui servent de 
base & notre théorie, nous disions en effet qu’une faible dose d’immunsérum suffit 
a-conférer un pouvoir bactéricide intense & une dose assez forte de sérum neuf, 
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fortement hémolytique, celui qui contient la sensibilisatrice et 
le sérum de cobaye, une certaine dose (0,8 c. c.) de notre anti- 
toxine, préalablement chauffée & 55°. Nous constatons que le 
mélange ne détruit plus les globules de lapin. Additionnons de 
méme les autres mélanges, renfermant les sérums neufs de 
lapin ou de rat, d’une méme dose d'antitoxine. L’activité hémo- 
lytique de ces derniers mélanges n’est nullement neutralisée. Le 
résultat de ’'expérience ' est done contraire a celui qu’on atten- 
dait en raisonnant d'aprés la théorie de M. Pfeiffer. Il est d’autre 
part aisé de comprendre ce résultat d’aprés notre maniére de 
voir : les diverses alexines agissent directement sur les globules 
sensibilisés, et les détruisent. Mais notre antitoxine neutralise 
exclusivement l’alexine de cobaye, car elle provient de lapins 
« vaccinés » contre cette derniére, et quin’ont jamais été traités 
par l’alexine de rat. 


* 


ne tet 


Nous bornons la nos remarques relatives aux théories des 
sérums cytolytiques. En résumé, la théorie que nous avons 
émise en 1895 explique, pensons-nous, les faits observés; elle 
nest en désaccord avec aucun, Au point de vue général, cette 
théorie (ainsi que les faits qui Jui servent de base) a pu établir 
(rois notions que nous rappelons encore au lecteur ; 

1° L’immunisation artificielle se borne a rendre spécifique- 
ment plus intenses les manifestations cytolytiques que peut 
exercer déja le sérum des animaux neufs. Cette notion s’est 
trouvée démontrée lorsque nous avons fait voir qu’un sérum 
neuf et un immunsérum, tel que le cholérasérum, exercent tous 
deux sur les vibrions une influence bactéricide d’intensité iné- 
gale, mais se caractérisant toujours par la méme lésion du 
microbe (transformation granuleuse). Elles’est trouvée confirmée 
lorsque nous avons pu exalter, en soumettant les animaux a 
une véritable vaccination contre les globules rouges, la pro- 
priété hémolytique déja présente dans le sérum neuf ; 

2° L’animal soumis & immunisation artificielle ne change 
rien (a part une légére augmentation en quantité) & la matiére 


4. L’expérience comporte naturelloment des mélanges de controle, qu’on addi- 
tionne, non pas d’antitoxine, mais de sérumneuf de lapin (chauffé également 4 55°), 
Dans ces conditions, l’activité hémolytique persiste dans tous les mélanges; elle 
est intense surtout dans celui qui contient le sérum neuf de cobaye. 
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cytolytique qu’il possédait avant toute intervention. II se borne 
4 produire en abondance une substance favorisant, d’une matiere 
spécifique, l’activité de la matiére cytolytique *; 

3° La réaction d’immunité (consistant dans la production 
d’anticorps) qu’on observe chez l’animal a la suite de Vinjection 
d’éléments non dangereux, tels que les globules rouges, est 
identique a celle que l’animal peut manifester vis-a-vis de virus, 
contre lesquels il a le plus grand intérét a se protéger définili- 
vement. 


CONCLUSIONS 


Nous ne citons ici que les faits soumis, dans les deux pre- 
miers chapitres du présent article, 4 une démonstration expéri- 
mentale ; 

1° Des globules impressionnés par une méme sensibilisatrice 
peuventse détruire, sinon dans toutes, au moins dans diverses 
alexines (sérums neufs) provenant de nombreux animaux diffé- 
rents; 

2° Dans unméme sérum, l’alexine bactériolytique est iden- 
lique a l’alexine hémolytique ; 

3° Il convient d’attribuer a leurs stromas les propriétés fixa- 
trices que les hématies manifestent vis-a-vis des substances 
actives des sérums hémolytiques. Cette fixation parail se rappro- 
cher des phénomeénes de teinture ; 

40 On peut préparer une antitoxine active vis-a-vis d'un sérum 
hémolytique. Cette antitoxine manifeste une propriété antisen- 
sibilisatrice et une propriété anti-alexique ; 

5° Grace a sa fonction anti-alexique, l’antitoxine est Ala fois 
antihémolytique et antibactéricide ; 

6° On peut admettre que l’anti-alexine agit directement sur 
Palexine pour la neutraliser ; 

7o Lanti-alexine considérée est spécifique, mais cette spéci- 
ficité n’est pas absolue. Elle neutralise l’alexine de cobaye, 
sans influencer la plupart des alexines provenant d’animaux 
différents. 


1. Le mécanisme suivant lequel la substance sensibilisatrice favorise Vaction 
de Palexine a été, dans les derniers temps, l'objet de recherches intéressantes, Il 
faut citer tout particuli¢rement, a cet égard, les recherches de MM. Ehrlich et 
Morgenroth, dont il a été question dans le cours du présent article, 


— 


CONTRIBUTION 


A LETODE DES SERUMS  ANTUHENATIQUES 


Par te Dr P. NOLF 


(Travail du laboratoire de Physiologie de l'Université de Li¢ge.) 


La propriété que posséde le sérum de certains animaux de 
détruire les globules rouges d’autres animaux a été attribuée 
par Buchner a des substances protéiques, qu'il a appelées 
alexines. Ces alexines sont caractérisées avant tout par leur 
fragilité vis-a-vis de la chaleur (une température de 54°-56° 
suffit pour les détruire). On leur a attribué, sans grandes rai- 
sons, le caractére d’enzymes. 

Ces alexines globulicides sont & rappocher des alexines 
microbicides, qui agissent al’égard de certains microbes comme 
les premiéres vis-a-vis des globules rouges. Dans la majorilé 
des cas, l’action de ces substances tant globulicides que micro- 
bicides est assez faible, ct il faut qu’elles soient en concentration 
forte pour produire leur effet. Bordet (1) a montré que l’action 
beaucoup plus intense qu’exerce le sérum frais d’un animal 
vacciné contre certains microbes, ceux du choléra par exemple, 
est due & une collaboration entre les alexines normales et une 
substance nouvelle, créée par la vaccination, dont Vaction sur le 
microbe sensibilise ce dernier vis-a-vis de l’alexine. Cette 
substance sensibilisante, découverte par Pfeiffer et nommée 
anticorps par ce dernier, est spécifique, c’est-a-dire qu'elle exerce 
uniquement son action sur l’espéce microbienne qui a servi 
lors de la vaccination. 

Il existe dans cerlains sérums une autre propriété, celle 
d’agglutiner, de réunir en paquets les globules rouges d’autres 
espéces. Et ce pouvoir agglutinant normal s’exerce également 
vis-a-vis de certains microbes, La vaccination contre un 
microbe a pour effet fréquent de créer cette faculté ou de 
Yaugmenter dans des proportions considérables, quand elle 
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préexistail. Les agglutinines spécifiques, produiles par la vacel 
nation, sont-elles, dans ce dernier cas, identiques a celles qui 
se trouvaient déja dans te sérum normal? Sont-elles un produit 
de la vaccination au méme titre que les anticorps? C’est ce que 
nous ignorons. 

Bordet (2), frappé de l’analogie d’action du sérum normal sur 
les microbes et les globules, se demanda si la vaccination 
contre les globules aurait les mémes effets que la vaccination 
contre les microbes. Ayant done injecté du sang de poule dans 
le péritoine de lapin, il constata effectivement que le sérum 
des lapins vaccinés se comportait vis-a-vis des globules de la 
poule comme le sérum d’un cobaye immunisé contre le choléra 
vis a-vis du virus cholérique, c’est-a-dire que la vaccination 
avait ici aussi produitles anticorpset les agglutinines spécifiques. 

Ehrlich et Morgenroth (3) ont confirmé ces faits, et de plus ils 
ont montré que Vanticorps se fixe sur les globules rouges d’une 
fagon assez solide pour que des lavages répétés au moyen de la 
solution physiologique de chlorure sodique ne puissent plus 
lenlever. Ces globules ainsi imprégnés et lavés, placés dans du 
sérum normal frais (qui n’aurait sur des globules normaux que 
peu ou pas d’action), s’y dissolvent trés rapidement. 

Von Dungern (4) et Landsteiner (5) ont pu constater chez 
d'autres espéces animales l’exactitude de ces résultats, 

La vaccination d’un mammifére ou d’un ojseau au moyen 
du sang d'une espéce différente ne donne pas toujours les mémes 
résultats. L’une ou Vautre des propriétés agglutinante ou 
hémolytique peut faire défaut, ou étre moins développée. 
Ehrlich et Morgenroth ont montré que Vinjection de sang de 
mouton a des chévres amenait la production d’anticorps seul, 
sans agglutinine, tandis que, d’aprés Landsteiner, V’injection 
de sang de chien et de cheval a des lapins aurait surtout pour 
conséquence la formation Vagglutinine. 

Des résultats trés complets s’obtieunent par Vinjection de 
sang défibriné de poule a des lapins. Bordet (6), quia étudié ce 
cas, distingue dans le sérum des lapins vaccinés trois propriétés 
nouvelles. Le sérum devient agglutinant, globulicide, et de plus, 
mélangé au sérum de poule, il précipite ce dernier, alors que 
le mélange des sérums de lapin normal et de poule reste parfai- 
tement limpide. 
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Cette propriété précipitante a été observée @abord par 
Tchistovitch (7), qui l’a trouvée chez des lapins vaccinés avec du 
sérum de cheval et d’anguille. Les premiers ayaient un sérum 
troublant et précipitant, le sérum de cheval; le sérum des 
seconds agissait de méme sur le sérum d’anguille. 

Dans les recherches exposées dans ce mémoire, je me suis 
proposé pour but de tacher d’analyser ‘et de séparer les pro- 
priétés nouvelles que lon rencontre chez le lapin injecté de sang 
de poule. 

Le sang de poule constitue un mélange complexe, et il était 
intéressant de voir si l injection partielle de ses éléments cons- 
tituants aurait pour résultat une dissociation entre les fonctions 
précipitante, ageglutinante et hémolytique. Les résultats des 
auteurs précédents tendaient plutét a faire croire qu'une telle 
dissociation ne s’effectuait pas. Ainsi, Tchistovitch signale 
chez le lapin injecté de sérum de cheval privé de globules, a 
cété de la propriété précipitante, agglutination et la disso- 
lution des globules. Von Dungern trouve que le sérum de 
cobayes, injectés de sérum de poule, est hémolytique pour les 
globules de cet animal. Ayant éludié d’autre part l’action de 
VPhémoglobine et des stromas isolés, il dit que leur injection a 
un résultat oul. Au contraire, linjection du mélange produit la 
propriété agglutinante seule. 

Les résultats de Tchistovitch tendaient done a faire croire 
que Tinjection d'une partie du sang, le sérum, avait le méme 
résultat que injection du sang total. Ceux de Yon Dungern 
attribuaient a injection du sérum la propriété de produire 
Yapparition du pouvoir globulicide, aux constituants globulaires, 
Pagglutination. 

Ces données expérimentales cadraient trés mal avec nos 1dées 
sur la spécificité des sérums acquise par | immunisation contre 
les toxines et les microbes. 

Il me sembla utile de les examiner de plus pres. 


I 


La premiére question a résoudre avait trait au pouvoir pré- 
cipitant vis-a-vis du sérum. II est facile de séparer a la tur- 
bine sérum et globules du sang de poule ou, mieux encore, 
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quand on travaille vite, plasma et globules, étant donnée la 
coagulation lente du sang de poule regu dans des vases propres, 
& travers des canules de verre (8). On soutire 10 c. c. de sang a 
une poule, le sang étant recueilli dans trois ou quatre volumes 
de solution de NaCla 4 0/0. 

On sépare rapidement globules et plasma dilué; les globules 
sont débarrassés par deux lavages du plasma encore adhérent, 
et plasma et globules sont injectés séparément dans la cavité 
péritonéale de 2 lapins différents. Cette injection ayant été 
renouvelée 4 46 fois a des intervales de 4 25 jours, on exa- 
mine Jes propriélés du sérum des deux lapins au point de vue 
précipitant, Le résultat est trés décisif. Seal le sérum du lapin 
ayant recu le plasma est actif : mélangé avec du sérum de poule, il 
donne instantanément un trouble qui se résout plus tard en flo- 
cons. Le sérum du lapin injecté de globules ne se comporte pas 
autrement que le sérum normal. 

Quand, par des injections de sang défibriné, Bordet a pro- 
voqué l’apparition de la qualité précipitante, la partie unique- 
ment active a ce point de yue dans le mélange injecté était done 
le sérum, et, dans la réaction générale de l’organisme aboutissant 
a trois nouvelles propriétés, il en était au moins une que son 
origine netlement spécifique permettait de différencier. 

On obtient un résultat tout a fait analogue si, a des lapins, 
on injecte du sérum ou des globules de chien. Les lapins injectés 
de sérum de chien possédent également un sérum qui précipite 
celui du chien, a un degré moindre cependant que ce quis observe 
pour le sérum de poule. Ceux, aucontraire, auxquels ona injecté 
les globules ont un sérum dont le mélange avec le sérum de 
chien ne produit aucun trouble. Il est probable que la régle est 
générale, et que les propriétés nouvelles vis-a-vis du sérum d’un 
sang étranger que l'on injecte & un animal sont dues unique- 
ment a V’injection du sérum dece sang, et que les globules n’inter- 
viennent jamais dans leur production. 

Une question inléressante est de savoir pourquoi certains 
serums la produisent, tandis que d’autres sont inactifs. Bordet 
avait déja fait remarquer que le sang de lapin injecté au 
cobaye ne produit pas chez cet animal de pouvoir précipitant, 
tandis que le sang de lapin injecté & des poules donne un 
résultat positif. J’ai pu observer un fait analogue avec le sérum 


SERUMS ANTIHEMATIQUES, 304 


de poule, qui provoque si aisément la production du pouvoir 
précipilant chez le lapin, tandis qu’il ne produit aucuneréaction 
dans l’organisme du pigeon. Ici le résultat pourrait peut-étre 
s’expliquer, en admettant que ce manque de réaction est di ala 
grande similitude, peut-étre 4 l'identité des sérums de poule et de 
pigeon. On sait que Bordet a observé que le sérum actif de 
lapin, qui précipite le sérum de poule, précipite également celui 
du pigeon, ce qui, étant donnée la spécificité de ces réactions, 
parle en faveur d’une grande ressemblance chimique de ces 
humeurs. 

Si ce motif était le vrai, il faudrait quil y eut toujours répro- 
cité de réaction, c’est-a-dire que quand un animal A peut acquérir 
la propriété de précipiter le sérum d’un autre animal B, celui-ci 
montrat la méme aptitude réactionnelle vis-a-vis du sérum de A. 
Je nai pas eu jusquici occasion de m/assurer de ce fait. 
Cependant il semble probable que d’autres circonstances 
peuvent intervenir, dues a des teneurs différentes en alcali, en 
globulines, etc. Avant d’émettre a ce sujet quelque hypothese, il 
faudrait connaitre mieux l’essence du phénoméne et son origine. 


[ci encore la méme méthode analytique qui m’a servi pour 
trouver lorigine de la réaction précipitante dans le sang pouvait 
me fournir de nouveaux renseignements. Le sérum est une 
solution de différents albuminoides, dont les propriétés nous 
sont en grande partie inconnues, mais ol une premiére sépa- 
ration peut étre obtenue grace a l'emploi des précipitations par 
les sels des métaux alcalins ou alcalino-lerreux, On distingue 
une partie facile a précipiter, qui est la globuline; une partie plus 
soluble, l’albumine. Il est probable que ces deux fractions, la 
premiére surtout, sont elles-mémes des mélanges, dont Lana 
lyse n’a pas donné grand résultat jusqu’aujourd hui. Il était 
intéressant de voir si la propriété précipitante s appliquai 
indifféremment aux solutions des deux fractions; si, d’autre 
part, ces solutions injectées séparément pouyaient la faire 
naitre l'une et l'autre. Pour élucider ces questions, je me suis 
adressé au sérum de cheyal qui, injecté au lapin, provoque faci- 
lement la propriété précipitante. 

La globuline a été séparée de l’albumine par saturation du 
sérum au moyen de sulfate magnésique 4 30°, et le précipité de 
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elobuline purifié par une dissolution suivie de reprécipitation au 
moyen du méme sel ; Valbuminea été obtenue en ajoutant prés de 
10/0 d’acide acétique au filtrat de la précipitation de la globuline, 
apres refroidissement et éloignement de l’excés de sulfate 
magnésique. Une dialyse de 8 jours dans l’eau chloroformée a 
débarrassé les solutions de leur excés de sel. Les liquides neutres 
furent alors additionnés de 1 0/0 de NaCl et stérilisés par le 
chauffage & 56° peudant huit jours, une demi-heure tous les 
jours. Leur teneur en globuline ou en albumine fut dosée au 
polarimétre. 

La solution de globuline contenait 2,8 0/0, celle d’albumine 
2,60/0. Le sérum de cheval contient d aprés Hammarsten 7,25 0/0 
d’albuminoides dont 4,56 de globuline, 2,69 d’albumine. 

Aun premierlapin A, oninjecta5 fois 5 c.c. de sérum, soit une 
quantité totale de 18,81 dalbuminoides dont 41#",14 de globu- 
line et 08,67 d’albumine. Un autre lapin B regut 5 injec- 
tions de 15 c. c. de la solution de globuline, soit une quantité 
totale de 28,1 de globuline. Un troisieme lapin C recut en 
6 injections 2,7 d’albumine. Mélangés avec du sérum de 
cheval dans le rapport de 2 volumes de sérum actif de lapin 
pour 1 volume de sérum de cheval, les sérums de A et de B 
donnérent des précipitations (plus importantes pour B que pour 
A), tandis que le sérum de C resta inactif. On pouvait donc 
conclure que la réaction précipitante est la réponse de 
Vorganisme a linjection d'une catégorie bien délerminée des 
substances albuminoides du sang, que c’est la globuline seule 
qui la produit 4 exclusion de Valbumine. Celle constatation a 
son importance. Elle montre d’abord qu'il faut reconnaitre aux 
deux fractions du sérum une signification physiologique diffé- 
rente, puisque la globuline améne une réaction que ne produit 
pas Valbumine. D’autre part, le fait que le sérum d'un lapin 
injecté de globuline (solution datant de plusieurs mois) se 
comporte vis-a-vis du sérum de cheval comme celui d’un lapin 
ayant recu ce sérum complet est la preuve péremptoire, étant 
donnée la grande sensibilité réactionnelle de ces précipitations, 
que les manipulations nécessaires pour obtenir la globuline 
n’ont pas altéré sensiblement sa constitution chimique. 

La subtance précipitante du sérum des animaux vaccinés 
était done produite par ceux-ci en réponse a Vinjection de la 
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globuline. Quelle était dans le sérum la substance précipitée? 
Pour cela, il suffisait de faire des mélanges des sérums A, B et 
C avec les solutions de globuline et d’albumine qu'on ayait 
injectées. C ne donna rien, A et B laissérent les solutions d’albu- 
mine limpides, proyoquérent au contraire dans tes solutions de 
globuline des précipitations au moins aussi importantes que dans 
le sérum. 

Le résultat de ces expériences permettait done de se rendre 
compte du phénoméne de la précipitation. Dans le sérum de 
cheval injecté au lapin, c’était la globuline qui avait provoqué 
chez ce dernier la formation de la substance précipitante. Dans 
le sérum de cheval précipité par le sérum actif, c’était la globu- 
line qui était la partie précipitée. 


Reslait & examiner la fagon dont se comportait le sérum de 
ces lapins vis-a-vis des globules rouges du cheval. D’aprés 
Tchistovitch, un lapin injecté de sérum de cheval posséde un 
sérum qui, a cdté du pouvoir précipitant, possede encore la 
faculté d’agglutiner et de dissoudre les globules de cheval. 

Pour étudier agglutination et la globulolyse du sang de 
poule, de cheval et d’autres animaux, j'ai employé, au lieu de 
sang défibriné complet, des dilutions de ce sang dans une solution 
de chlorure sodique a 1 0/0, 4 peu prés isotonique avec le sang 
de poule, légérement hypoisotonique vis-a-vis du sang de 
mammifeére. Cette dilution (au 1/10° habituellement) a pour effet 
de rendre presque complétement incolore le liquide surnageant 
les globules (ce qui est avantageux dans l'étude de la globulolyse), 
et de décupler la masse du sang (ce qui permet de réaliser une 
notable économie de sang el d’animaux). C’est encore pour ce 
dernier motif que, dans beaucoup d’essais, les quantités de sang 
dilué examinées ne dépassaient pas 1 c. c.; les observations se 
faisaient daas de petits tubes a réaction, longs de 8 centimetres, 
larges de 6 & 7 millimétres. La durée de contact entre sérum 
et globules était habituellement de 2 heures dans une 
étuve dont la température variait entre 37° et 40°. Cette durée 
est trés importante & noter dans des expériences quantitatives, 
et il est absolument nécessaire de prendre a ce sujet une régle 
constante. Car tant agglutination que globulolyse sont des 
phénoménes qui, lorsque les solutions de substance active 
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sont diluées, peuvent se poursuivre pendant des temps souvent 
trés longs. Les propriétés agglutinantes étaient toujours étudiées 
aprés chauflage du sérum a 55°, ce qui permet d’éliminer l’action 
des alexines. 

L’agglutination des globules, comme celle des microbes, 
peut sobserver a lil nu et au microscope. En raison de la 
taille déja considérable des globules, l’examen a l’ceil nu en dit 
presque autant que l’examen microscopique. 

Quand l’agglutination est intense, tous les globules se réunis- 
sent rapidement en une coiffe unique occupant le fond du tube, 
et qui ne se désagrége que par des secousses violentes. Ce degré 
pourrait étre appelé agglutination totale. J'ai toujours, lors de 
recherches quantitatives, déterminé la quantité minima de 
sérum provoquant encore cette agglutination totale aprés 2 heures 
détuve a 37°. 

Le sérum de lapin normal est peu ou pas agglutinant vis-a- 
vis des globules de cheval. Si l’on débarrasse, apres centrifuga- 
tion, les globules de 1 c. c. de sang de cheval dilué au 1/10° du 
liquide surnageant, et si on remplace celui-ci par 1 c. c. de 
sérum de lapin, on ne trouve souvent aprés 2 heures d’étuve 
aucune agglutination; quelquefois une agglutination partielle. 

Au contraire, le sérum de lapin ayant recu des injections de 
sérum de cheval (totalement libre de globules) a acquis des 
propriétés agglutinantes assez nettes. C’est ainsi qu'il suffisait de 
0,05 c. c. du sérum du lapin, a qui avaient été faites 5 injections 
de 5 c.c., pour agglutiner complétement aprés 2 heures les 
globules de 1 c. c. de sang de cheval au 1/10°. 


Cette augmentation assez considérable du pouvoir aggluti- 
nant vis-a-vis des globules de cheval pourrait étre due au 
nouveau constituant du sérum, a la substance précipitante. Et 
a priori on peut imaginer deux fagons d’agir de cette substance : 
ou bien elle aménerait l’agglutination en agissant directement 
sur les globules, ou bien elle provoquerait dans le sang dilué un 
précipité extraglobulaire de globuline, qui lors de sa rétraction 
emprisonnerait et agglomérerait les hématies. 

Pour élucider la premiére hypothése, il suffisait de proyoquer 
Ja précipitation de la substance précipitante du sérum actif en 
Jui ajoutant une quantité suffisante de sérum de cheyal, de se 
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débarrasser du précipité par centrifugation, de déterminer la 
valeur agglutinante du sérum surnageant, et de comparer celle-ci 
(en tenant compte de la dilution occasionnée par le mélange 
avec le sérum de cheval) a celle du sérum actif intact. Ces deux 
valeurs sont identiques. L’agglutinine n’a donc pas été entrainée 
lors de la précipitation. Elle est donc indépendante de la subs- 
tance précipitante. 

Cette expérience seule suffirait pour écarter également la 
seconde hypothése, expliquant l’agglutination des globules par 
leur emprisonnement dans les mailles du précipité de globuline; 
ce précipité se produit trés rapidement (plus rapidement que 
dans du sérum privé de globules) quand on ajoute les sérums 
actifs, méme en petite quantité, a du sang de cheval dilué. Dans 
les tubes, ce précipité forme une coiffe rose, floconneuse, 
au-dessus des globules; microscopiquement, il se voit nettement 
sous forme d’agglomérats finement granuleux entourant les amas 
globulaires. 

Cependant les phénoménes sont distincts. Pour s’en con- 
vaincre, on débarrasse les globules de leur sérum, on les lave 
4 a 5 fois avec du liquide physiologique, et on les met en 
suspension dans un volume de celui-ci, égal a celui du sérum 
enlevé. Dans ce liquide, ot il n’y a plus trace de précipitation 
apres adjonction de sérum actif, la limite de ’agglutination pour 
un sérum donné est exactement le méme que lorsque la déter- 
mination se fait dans le sang dilué. 

Si, au lieu de prendre du sérum de lapin injecté de sérum 
de cheval, on examine le sérum de lapin quia regu du plasma 
de poule, on peut observer également chez lui_un léger pouvoir 
agelutinant vis-a-vis des globules de la poule. Ici aussi, grace 
aux mémes expériences, on démontre facilement que laggluti- 
nation des globules ne dépend pas de la substance précipitante. 

La valeur du pouvoir agglutinant est toujours faible, nulle- 
ment comparable 4 celle du sérum des lapins qui ont regu des 
globules de poule. Elle peut méme manquer complétement dans un 
sérum dont le pouvoir précipitant est tres net. 

D’autre part, j’ai puconstater que le sérum d'un lapin injecté 
de sérum de cheval agglutinait non seulement les globules du 
cheval, mais aussi ceux de la poule, ce qui indiquerait que les 
agglutinines provoquées par Vinjection du scrum ne sont pas speci- 
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fiques, aVencontre de celles que l’on obtient ala suite de l’injec- 
tion des globules. 

Pour toutes ces raisons, il y a lieu de ne pas ajouter d’impor- 
tance, me semble-t-il, & la faible propriété agglutinante que l’on 
peut ou non observer dans les humeurs des lapins auxquels on 
a injecté le sérum de cheval ou le plasma de poule. Trés peu 
développée, n’existant pas dans tous les cas, elle constitue un 
fait contingent pouvant ou non accompagner la réaction spéci- 
fique, qui est apparition du pouvoir précipitant. 

Il restait & étudier Paction des sérums précipitants sur les 
zlobules au point de vue de la globulolyse. 


Mes observations ont porté uniquement sur l’action dissol- 
vante du sérum des lapins injectés de plasma de poule. 

Pour étudier la globulolyse par les sérums, il faut, plus encore 
que pour l’agglutination, opérer toujours dans les mémes con- 
ditions. La durée de l’action et la température sont les facteurs 
dont linfluence est la plus manifeste. L’examen se fait toujours 
apres centrifugation, dont l’action est trés rapide sur les dilutions 
du sang. Comme controle, on place dans les mémes conditions 
uu tube de sang non additionné de sérum, Dans les détermina- 
tions du pouvoir globulaire, j’ai toujours pris, pour caractériser 
un serum, la limite inférieure de dilution encore active. On a, 
par exemple, une série de 7 tubes contenant chacun 1 c. c. de 
sang, additionné respectivement de 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 
0,5, 1 c.c. desérum actif. Aprés action du sérum et centri- 
fugation, on trouve que dans Je tube 1 le liquide surnageant 
les globules est parfaitement incolore, que 2a une teinte jau- 
natre, 3 une teinte rosée, tandis que la diffusion de l’hémoglo- 
bine est compléte a partir du tube 6. Il est préférable, 4 mon 
avis, de prendre comme mesure du pouvoir globulolytique la 
limite inférieure 2 que la limite 6, en raison de la plus grande 
facilité d’appreécier les différences de teinte entre liquides peu 
colorés et incolores qu’entre solutions fortement teintées. 

Etudié par cette méthode, un méme sérum présente une cons- 
tance absolue de son pouvoir dissolvant, quand on détermine 
celui-ci dans une série d’opérations simultanées, 

Frais de 2 jours, le sérum normal de lapin posséde, d’une 
fagon moyenne, un pouvoir dissolvant tel que 0,05 c. ¢., ajoutés 
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alc. c.desang de poule au 1/10°, déterminent aprés 2 heures 
a 37° une légére teinte jaunatre, indiquant un début de globu- 
lolyse. Quand on conserve ce sérum a la température ordinaire 
et al obscurité, il perd graduellement son pouvoir dissolvant, qui 
est nul aprés 4 4 6 semaines. Chez quelques lapins normaux, on 
observe quelquefois un pouvoir dissolvant plus marqué. Il se 
peut aussi que le traitement qu’on a fait subir 4 l’animal ait 
augmenté la teneur en alexine de son sérum. Dans ces cas, il 
semble que la chute du pouvoir globulicide soit rapide dans les 
premiers jours, pour tendre plus tard insensiblement vers le 
zéro. 

Comme ila été dit au début de ce travail, la destruction des 
globules dans le sérum de l’animal normal est dt aux alexines 
que contient ce sérum; dans le sérum de |’animal vacciné, elle 
est le fruit d’une collaboration entre alexines et anticorps. La 
vraie caractéristique des humeurs @un animal immunisé, c'est donc 
la présence de Vanticorps. Quand on étudie le sérum d’un animal 
vacciné, il faut done toujours, dés que l’on constate une aug- 
mentation du pouvoir hémolytique de ses humeurs, déterminer 
si celle-ci est due 4 laprésence de cet anticorps, ou simplement 
aune augmentation de la teneur en alexines. On congoit parfai- 
tementen effet que sous l’influence de certaines vaccinations, 
ces derniéres puissent étre déversées en plus grande abon- 
dance dans le torrent circulatoire. Et si, comme le pensent 
la plupart des auteurs, elles sont d’origine leucocytaire, il 
suffit de penser a l’hyperleucocytose amenée par la plupart des 
injections vaccinantes pendant Jes premiers jours qui suivent 
une vaccination pour comprendre une plus grande richesse en 
alexines du sérum recueilli a ce moment. ft 

Comme il a été dit, les alexines se détruisent par le chauf- 
fage 456°. Si un sérum doit son activité hémolytique a leur 
présence uniquement, il perdra toute action aprés chauffage a 
cette température. Si, au contraire, le sérum contient, outre 
l’alexine, l’anticorps, autrement dit la subtance sensibilisante; 
le chauffage 4 56° détruira son alexine, mais laissera intact 
anticorps. Un tel sérum chauffé a 56° et ajouté a du:sang de 
poule ne détruira pas les globules rouges, mais il les sensibilisera. 
Tl suffira d’ajouter au mélange une quantité de sérum frais ‘de 
lapin telle, qu’a elle seule elle ne puisse pas dissoudre les glo- 


308 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR. 


bules, pour amener rapidement leur destruction sous laction 
combinée de l’anticorps fourni par le sérum actif chauffé et de 
lalexine apportée par le sérum normal frais. 

Avant chaque examen de ce genre, il faut donc essayer la 
teneur en alexines du sérum normal frais que l’on emploie. La 
valeur hémolytique de celui-ci déterminée, on en ajoute au sang 
une quantité telle, qu’elle ne puisse pas provoquer a elle seule 
la diffusion de ’hémoglobine. D’autre part, il faut que cette 
quantité ne soit pas trop inférieure a la quantité suffisante, sous 
peine de ne pouvoir déceler une faible teneur en anticorps. Pour 
que ce dernier manifeste son action, quand il est trés dilué, il | 
faut que le sang, auquel on l’ajoute, soit déja, de par l’alexine 
qui lui a été mélangée, a la limite de la globulolyse. 

En suivantcette méthode, on arrive, d'une part, a titrerd’une 
fagon trés exacte la teneur d’un sérum frais en alexine; d’autre 
part a déceler, dans un sérum actif chauffé, de faibles quantités 
d’anticorps. Voyons ce qu’elle donne au sujet du sérum des 
lapins ayant regu du plasma de poule. Comme il a été dit, 
Tchistovitch et von Dungern croient que les injections de sérum 
provoquent, tout comme les injections de sang complet, Pappa- 
rition ou augmentation du pouvoir globulicide vis-a-vis des 
globules rouges de l’animal dont le sérum a été injecté. Seule- 
ment,ilsn’ont pas analysé le processus hémolytique et ne disent 
pas si celui-ci est fonction de Valexine seule ou de la collabo- 
ration entre anticorps et alexine. La question est pourtant dim- 
portance primordiale, puisqu’une hémolyse intense par Valexine 
seule ne serait que l’exagération d'un phénoméne normal, tandis 
quel hémolyse par anticorps et alexine est d’ordre nouveau, spéci- 
fique; l’anticorps étant une substance ne préexistant pas dans 
Vorganisme du lapin, et produite par celui-ci pendant la vaccina- 
tion. 

Si Pon examine le sérum frais, non chauffé, d'un lapin qui 
a recu fe sérum de poule, on constate en effet une augmentation 
notable de son pouvoir globulicide, qui peut étre 4 a 5 fois 
plus fort que le pouvoir normal. 

~ Si on le chauffe & 56° pendant une demi-heure, et qu’on 
l’ajoute a doses croissantes 4 du sang de poule au 1/10°, préa- 
lablement additionné d’une quantité telle de sérum normal frais, 
qu'il y aitune légére globulolyse par le fait de ce dernier seul, 
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voici ce que l’on constate : on mesure, dans différents tubes, 
1c. c. de sang défibriné de poule au 1/10°; on ajoute a tous, 
0,10 ¢. c, de sérum normal frais de lapin. Un premier tube, A, 
ne regoit pas d’autre adjonction ; B, recoit en plus 0,1 c. c. du 
sérum chauffé 4 examiner; C, 0,2; D, 0,3; E, 0,5; F, 4c. c. 
Aprés 2 heures 4 40°, A est teinté en rose, B également, C déja 
moins, et a partir de D il n’y a plus trace de globulolyse. Le 
sérum chauffé n’adone aucune action directe sur le phénoméne, 
ila agi comme simple liquide de dilution. 

Si, dans une nouvelle expérience, la quantité d’alexine 
ajoutée est insuffisante pour provoquer seule un début d’hémo- 
lyse, il n’y aura de diffusion de ’hémoglobine dans aucun tube. 
Il suffirait, dans un de ces tubes, d’une infime quantité d’un | 
sérum réellement globulicide, pour y obtenir une belle colora- 
tion rouge, La conclusion a tirer de l’expérience, c’est qu'il n’y 
a pas de trace de l’anticorps spécifique vis-a-vis des globules de 
poule, chez un lapin qui a recu le plasma de poule. L’augmen- 
tation du pouvoir hémolytique de ce sérum al état frais est done 
due uniquement aux substances détruites par le chauffage a 56°, 
c’est-a-dire aux alexines. 

Cette teneur plus forte en alexines, détruisant les globules 
de la poule chez le lapin qui a regu le plasma de poule, est un 
phénoméne banal. En effet, si au lieu d’injecter du plasma de 
poule, on administre du sérum de cheval, de la globuline, de 
Yalbumine de cheval, bref des substances n’ayant avec les 
globules de poule que des rapports trés éloignés, on peut constater 
dans le sérum frais de ces lapins une augmentation tout aussi 
notable du pouvoir hémolytique. I] m’a semblé que la valeur 
dissolvante dépendait plus de la date de la prise du sang que de 
la nature de la substance injectée. Si la prise suit de prés une 
injection, on a chance d’avoir un sérum plus actif. 

fl en est done du pouvoir dissolvant comme du pouvoir 
agglutinant. Ace double point de vue, les lapins injectés de 
plasma de poule fournissent un sérum qui, relativement aux 
globules rouges de poule, se comporte comme un sérum normal 
légérement exalté dans ses propriétés primitives. Cette double 
exaltation n’est nullement spécifique, puisque [injection du 
sérum de cheval la produit également, et elle peut étre rappor- 
tée, d’une facon certaine en ce qni concerne l’hémolyse, d’une 
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facon probable en ce qui concerne Vagglutination, a une 
richesse plus grande en alexines (les alexines chauffées & 56° 
déterminant peut-étre de agglutination). 

D’autre part, cette exaltation est inconstante, n’est pas en 
rapport avec le degré de vaccination, peut manquer totalement. 
La seule réaction spécifique, quand on injecte le sérum ou le 
plasma du cheval, du chien, dela poule, c’est l’apparition d’une 
nouvelle propriété; la propriété précipitante qui, provoquée par 
le sérum, s adresse au sérum. 

Quand donc, a la suite de linjection de sang défibriné de 
poule, Bordet a obtenu chez ses lapins, outre le pouvoir préci- 
pitant, la production d’agglutinines et d’anticorps spécifiques, c’est 
uniquement aux globules injectés qu’il faut attribuer la faculté 
de produire ces nouvelles substances. Cette conclusion, a laquelle 
ménent indirectement les expériences faites avec le sérum des 
lapins injectés de sérum, se confirme par |’étude des humeurs 
d’autres animaux, auxquels on a injecté les globules, débarrassés 
de toute trace de sérum. 

Le pouvoir agglutinant et globulicide de ceux-ci, comparé 
acelui d’animaux ayant regu les quantités correspondantes de 
sang complet se montre tout aussi actif que celui de ces 
derniers. 


I 


Quand done on injecte 4 un animal les globules rouges du 
sang d’une autre espéce animale, débarrassés de toute trace de 
sérum, on provoque apparition d’agglutinines et d’anticorps 
spécifiques. 

Cependant, d’aprés les recherches d’Ehrlich et Morgenroth, 
le pouvoir agglutinant ferait défaut chez les chévres injectées 
de sang de mouton. D’autre part, Landsteiner signale une pré- 
dominance du pouyoir agglutinant sur le pouvoir globulicide 
chez les lapins an ECLES de sang de cheval et de Bnieut 

ll semble qu’on puisse admettre que les deux proprictés 
né sont pas le fait d'une méme substance, puisque lune ou 
Vautre peut disparaitre ou étre trés réduite. Cependant on pour- 
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rait objecter 4 pareil raisonnement que Vagglutinine peut 
exister sans quil y ait agglutination (puisque, comme I’a 
démontré Bordet, la constitution du liquide ambiant intervient 
dans la production du phénoméne), et que, d’autre part, il peut y 
avoir anticorps, mais non globulolyse, sidans le méme sérum il 
n’y a pas aussi l’alexine appropriée. Kt dés lors, tout se trouve 
remis en question. De fait, dans les travaux précités, la question 
n’a pas été discutéea ce point de vue, et de nouvelles recherches 
étaient nécessaires, 

Jarrivai a un résultat d’une fagon indirecte. Ayant cherché 
a étudier linfluence de Vinjection du sang d’un animal, a un 
autre dont le sérum est complétement dépourvu d’activité vis-a- 
vis du premier, je m’étais adressé au pigeon, auquel j injectai 
des globules de poule. J’avais choisi cet animal, parce que 
Bordet avait montré que le sérum des lapins vaccinés contre 
le sang de poule précipite le sérum de pigeon tout aussi bien 
que le sérum de poule, ce qui, étant donnée la délicatesse de ces 
réactions, plaidait en faveur d’une grande ressemblance chi- 
mique de ces deux milieux. En effet, le sérum de pigeon normal 
semble conserver aussi bien les globules de la poule que le 
sérum de ce dernier animal. 

Quand, a un pigeon, on injecte a différentes reprises du sang 
de poule, le sérum de ce pigeon devient actif. Un pigeon qui 
avait recu 5 injections de 5 c. c. de sang donna un sérum dont 
0,05 c. c. provoquaient lagglutination compléte de 4c.c. de 
sang défibriné de poule au 1/10°. Ce sérum frais ne dissolvait pas 
plus les globules de poule que le sérum de pigeon normal. 
Jusquici tout était conforme aux prévisions. Il n’y avait pas 
globulolyse, faute d’alexines. Pour mettre les anticorps en 
évidence, il fallait ajouter en outre un sérum normal fournis- 
sant les alexines, celui du lapin par exemple. Mais dans un 
mélange contenant celles-ci en quantité suffisante, le sérum 
actif de pigeon ne détermina aucune globulolyse, ce qui ne 
se congoit qu’en le supposant dépourvu de tout anticorps. 
La dissociation des deux phenoménes était compléte et inverse 
de celle observée par Ehrlich et Morgenroth. 

Il faut done bien admettre que les deux propriétés ne sont 
pas fonction d’une méme substance, mais appartiennent a des 
albuminoides différentes. ; 
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Car sila méme substance était & la fois agglutinante et dis- 
solvante, le fait qu’elle a agglutiné les globules prouve qu'elle est 
entrée en combinaison avec eux, et dés lors ces globules 
agglutinés devraient étre également sensibilisés vis-a-vis des 
alexines. 

En ce qui concerne les microbes, on est arrivé également a 
la dissociation des deux propriétés, et Gengou, un éléve de 
Malvoz, a pu obtenir, par l’injection a des chiens du vaccin I du 
charbon, un sérum trés agglutinant, sans qu’il présentat des 
traces de pouvoir bactéricide. Cependant on pourrait objecter 
dans ce cas que, en raison de l’absence totale dans le sérum 
de chien d’alexines actives sur le charbon constatés par Gen- 
gou, des anticorps réellement existants n’ont pu produire leur 
effet. Il ett été intéressant d’activer le mélange en y ajoutant du 
sérum frais, de rat, par exemple. 

Cette dissociation des deux phénoménes, que le sérum du 
pigeon effectue d’une facon aussi complete, peut encore s’obte- 
nir, moins complete il est vrai, d’une autre maniére. 

Mais examinons d’abord ce qui se passe chez le Japin auquel 
on injecte des globulesde poule. Commeon le sait, ce traitement 
rend le sérum du lapin tres agglulinant, et augmente notable- 
ment son pouvoir globulicide. Ici, cette augmentation du pouvoir 
globulicide est due, en partieau moins, ala présence dans cesérum 
d’un anticorps spécifique. Il suffit, pour le prouver, de chauffer ce 
sérum a 56°, pendant une demi-heure, pour détruire Jes alexines, 
et d’en ajouter de faibles quantités 4 du sang défibriné de poule, 
préalablement muni d’une dose insuffisante par elle-méme de 
sérum frais, mais se trouvant a la limite d’action. On obtient 
dans ces conditions, aprés 2 heures d’étuve, pour des quantités 
trés faibles de sérum actif, la diffusion souvent intégrale de 
l'hémoglobine. A cété de la présence dans ce sérum d'un anti- 
corps spécifique, il peut y avoir un autre facteur qui tend a 
augmenter son pouvoir dissolvant, quand il est frais. C’est l’aug- 
mentation de la quantité d’alexines. Comme il a été montré plus 
haut, il y a lieu d’admettre que ces derniéres apparaissent en 
plus grande abondance dans les humeurs d’un animal, quand 
on injecte & ce dernier des albuminoides divers. Si l’on exa- 
mine le sérum du lapin qui a regu des globules de poule a l'état 
frais, et sion détermine son pouvoir hémolytique propre (sans 
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adjonction de sérum normal) immédiatement aprés la prise de 
sang, puis a différents intervalles, on constate que le pouvoir 
dissolvant, d’abord notable. diminue lentement pour devenir nul 
aprés un mois environ. II suffit 4 ce moment de le mélanger 
avec la quantité nécessaire de sérum frais d’un lapin normal 
pour la réactiver complétement. Si, immédiatement aprés avoir 
recueilli cesérum, on détruit dans une partie de celui-ci les alexi- 
nes par le chauffage. on peut, en ajoutant a une quantité donnée de 
cesérum chauffé des quantités croissantes de sérum normal, et 
en comparant ce qu'il faut ajouter de ce dernier pour avoir le 
méme effet dissolvant que celui obtenu par le sérum actif frais 
isolé, déterminer la teneur en alexines de ce dernier. Une expé- 
rience fera mieux saisir le raisonnement. 

Comme ila été dit, la dose habituelle de sérum de lapin nor- 
mal (S. n.), qui produit un début de globulolyse dans du sang de 
poule dilué au 1/10, est de 0,05 c. c. de sérum par centimétre 
cube de sang, aprés 2 heures a 37°. Au contraire, le sérum d’un 
lapin qui a regu les globules (S. gl.) pourra encore produire a 
Vétat frais une hémolyse assez forte 4 raison de 0,05 c. c. pour 
5c. c. de sang. 

Pour obtenir la méme teinte dans 5 c. c. de sang additionnés 
de 0,05 c.c. de S. gl. chauffé, il faudra ajouter, par exemple, 
0,1 ou 0,15 c. c. de S. n. D’ot la conclusion que dans 0,05 c. c. 
de S. gl. frais, il y a, outre l’anticorps, une quantité d’alexine 
correspondant a celle de 0,1 ou 0,15 de S. n. 

La vaccination, en méme temps qu'elle produit l’anticorps, 
augmente la quantité d’alexine. Y a-t-il parallélisme entre les 
deux phénoménes? L’expérience répond négativement. 

Comme ila été dit précédemment, pour que l’anticorps exerce 
complétement son action, il faut que le sang auquel on I’ajoute 
soit, de par sa teneur en alexines, a la limite de la globulolyse; 
c’estalors que l’anticorps donne son effet maximum. Sil’on diminue 
Jégérement la quantité des alexines, la dissolution est beaucoup 
moins complete. On peut cependant rétablir le niveau en aug- 
mentant la quantité d’anticorps. Seulement ce balancement ne 
peut s’effectuer qu’entre des limites trés étroites, et, chez le lapin; 
il semble, dans les conditions de mes expériences, que la quantité 
d’alexines ne pouvait pas étre diminuée au dela du 1/3 ou du 1/4 
de la dose limite, sous peine de voir disparaitre toute dissolution 
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clobulaire, quelles que fussent l’activité du sérum spécifique et } 
Ja quantité de ce dernier. 

Pour que le parallélisme entre production d’anticorps et 
d’alexines se maintint, il faudrait donc qu’a mesure que le lapin | 
produise les premiers, il augmente sa provision des secondes, 
de maniére a assurer toujours aux premiers leur effet maximum. | 
Ce parallélisme est un postulat de la théorie d’Ehrlich sur 
la formation et la signification des anticorps et des alexines. 
Or, dans l’exemple précité, la quantité des alexines de S. gl. 
frais est égale & 2 ou 3 fois celle du S. n., et le pouvoir globuli- 
cide total du S. gl. frais, environ 5 fois plus grand que celui du 
S. n. Si maintenant on détermine le pouvoir sensibilisant du 
S. gl. chauffé, on trouve que 0,05 c. c. de ce sérum, ajoutés a 
20-30 c. c. de sang ou davantage, préalablement additionnés 
de la quantité suffisante de S. n. frais (1 et 1,5 c. c.), détermi- 
nent encore une forte destruction globulaire dans ce mélange, 
qui, sans l’adjonction duS. gl., serait resté incolore. La limite 
daction deS. gl. est donc bien plus reculée, quand on lui fournit 
la quantité suffisante d’alexines, que ne le feraient croire les 
mensurations opérées avec le sérum frais. 


La méme quantité d’anticorps produit, dans les deux expé- 
riences, la dissolution des globules de 5 c. c. de sang, ou de 
plus de 30 c. c., suivant la quantité d’alexines mises a sa dispo- 
sition. 

Dans leS. gl. frais, la teneur en alexines était 2 a 3 fois plus 
considérable que dans le S. n. frais. Dans l’expérience faite avee 
le S. gl. chauffé, elle était 30 fois plus considérable, et la limite 
d’action du 8S. gl. chauffé n’était pas atteinte. Il faudrait donc, 
pour que l’anticorps contenu dans le S. gl. frais puisse 
fournir son effet maximum, que la quantité d’alexines dépassat 
30 fois la quantité normale, et elle est égale 4 2 4 3 fois celle-ci. 
On est donc en droit de conclure que la production de Vanticorps se 
poursuit dans Vorganisme du lapin d’une facon indépendante de V aug- 
mentation des alexines. Il semble que les albuminoides du sérum, 
plus que les constituants globulaires, soient des stimulants de la 
formation de celles-ci, puisque, chez les animaux injectés de | 
plasma de poule et de sérum de cheval, la teneur en alexines fut 
trouvée souvent égale a 5 fois la teneur normale. 

Ul suffit dune seule injection des globules provenant de 
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10 c.c. de sang de poule, pour rendre actif le sérum d’un lapin 
vis-a-vis des globules rouges de la poule. L’anticorps et l’agglu- 
tinine semblent se former en méme temps. Chez un lapin 
examiné a cet effet, ils existaient tous deux a l’état de traces 
le 3¢ jour aprés l’injection. C’est du 8° au 10° jour, semble-t-il, 
quils atteignent leur maximum. Je n’ai d’ailleurs pas fait d’é- 
tude systématique a ce sujet. 

La puissance agglutinante et dissolvante du sérum d'un lapin 
qui n’a recu qu'une seule dose est assez faible. Elle s’accroit nota- 
blement par l’effet injections répétées. 


Pour arriver a dissocier agglutination et dissolution, je fis a 
des lapins l’injection séparée des deux produits que nous fournit 
action de l’eau distillée sur le globule du sang de poule. L’eau 
distillée ne produit pas une dissociation chimique. Elle détruit 
un équilibre osmotique. Le globule rouge pouvant étre con- 
sidéré schématiquement comme constituant une vésicule close, 
remplie d’un liquide cellulaire chargé d’hémoglobine, l'eau, en 
provoquant la rupture de la vésicule, sépare le contenu du conte- 
nant. En injectant a des lapins Ja solution rouge, je leur injecte 
le suc cellulaire; en leur injectant les stromas, j’introduis dans 
leur organisme la paroi protoplasmatique cellulaire. C’est ce 
qu’avait déja essayé von Dungern, quin’avait rien vu se produire, 
quand il injectait les constituants isolés, et avait observé 
Vapparition du pouvoir agglutinant seul, sous l’influence de 
Yinjection du mélange. Seulement von Dungern ne faisait 
qu’une seule injection, et si cela suffit, quand on injecte les 
globules, cela peut parfaitement étre insuffisant quand on en 
- injecte les constituants, surtout si ces constituants, comme 
VPhémoglobine, se trouvent maintenant a état dissous et, 
partant, dans des conditions d’absorption différentes. 

Pour provoquer la dissociation des globules, on commence 
par les laver au liquide physiologique, de facon 4 les débarrasser 
de sérum; puis aprés centrifugation et décantation des liquides de 
lavage, on ajoute par petites portions de l’eau distillée, en agitant 
fortement, de facon a éviter le plus possible la formation de 
grumeaux, qui englobent les globules restants et les protégent 
contre l’action de Veau distillée. 

J’ajoutais habituellement un volume d’eau égal 4 3 ou 4 fois 
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le volume de sang d’ot: provenaient les globules. Ceux-ci sont 
alors complétement dissociés, a part quelques grumeaux dont le 
centre reste coloré et le restera malgré une action prolongée de 
Peau distillée. Ils forment, dans le liquide rouge, un amas vis- 
queux, coloré en rouge, qu’il est impossible de débarrasser des 
derniéres traces d’hémoglobine par des lavages a l’eau distillée. 
Au contraire, par un moyen simple, que je n’ai malheureuse - 
ment employé que vers la fin de mes recherches, on arrive 
facilement a une extraction presque complete. I] suffit d’ajouter, 
au liquide de dissociation, du chlorure sodique en quantité telle 
que la teneur du mélange soit de 1 0/0. 

Si l'on centrifuge, les globules se réuniront trés facilement 
dans le fond des tubes et on les épuisera complétement par 
2 ou 3 nouveaux lavages a la solution physiologique. Cela, a 
condition d’avoir bien agité lors de la dissociation, de fagon a 
éviter la formation de grumeaux €pais. En secouant vivement, on 
peut mettre ces stromas, agglomérés entre eux et complétement 
blancs, en suspension dans le sérum artificiel, et les injecter a 
travers une grosse aiguille de seringue dans le péritoine d’un 
lapin. Quant a lasolution rouge qui surnageait, on Vinjecte telle 
quelle & un autre animal, aprés l’avoir soigneusement débar- 
rassée par une centrifugation prolongée des stromas isolés 
qui y sont suspendus, 

Sil’on fait a deux animaux injection des produits provenant 
de 10 c.c. de sang de poule, et qu’on examine leur sérum apres 
une huitaine de jours, on ne constate chez celui qui a recu la 
solution d’hémoglobine rien d’appréciable, 4 part une légére 
augmentation du pouvoir globulolytique, di entiérement & des 
alexines. Le sérum du lapin qui a regu les stromas a acquis la 
propriété d’agglutiner, a doses assez fortes d’ailleurs, les globules 
de Ja poule. Chez lui non plus, pas de traces d’anticorps. Si l’on 
continue les injections, les résullats deviennent trés intéres- 
sants. Le sérum du lapiu vacciné au moyen des stromas accentue 
son pouvoir agglutinant, et celui-ci atteint des valeurs assez 
élevées, moindres cependant que celles que provoquent les 
globules intacts. Les valeurs obtenues pour des animaux ayant 
recu les stromaslavés des globules sont 2 43 fois moindres que 
si on leur avait administré les globules intacts. Il faut d’ailleurs 
faire la part des variations individuelles, et aussi des pertes 
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de matiére pendant les manipulations. D’autre part, il est 
possible et méme probable que la désintégration globulaire 
améne la dissolution partielle du stroma, tous facteurs ten- 
dant & diminuer la valeur du pouvoir agglutinant chez 
Yanimal auquel ils sont injectés. Si, malgré ces conditions 
défavorables, les différences ne sont pas plus fortes, on 
peut légitimement en conclure que, lors de la formation de 
Papell ticiiies la seule partie du globule qui intervient, c’est le 
stroma. Cette maniére de voir est encore légitimée par l'étude du 
sérum du lapin témoin qui a recu ’hémoglobine. Ce dernier, 
aprés 5 ou 6 injections, présente un pouvoir agglutinant presque 
nul; 1 c.-c. dun tel sérum n/arrivait pas 4 agglutiner compléte- 
ment les globules de 1 c. ec. de sang de poule au 1/10. Comparé 
a ce point de vue au sérum du lapin qui a recu exactement la 
quantilé équivalente de stromas, sérum dont 0,05 c. c. provo- 
quaient Vagglomération compléte des globules de 5 c. c. de 
sang, la valeur agglutinante se trouve étre plus de 20 fois moindre. 
Kt eonendnn: la masse des albuminoides globulaires injectée 
est pres de 2 fois plus considérable : d’aprés des chiffres 
analyse du sang d’oie, ’hémoglobine représente environ 
les 2/3 en poids du résidu sec du globule. Ce vestige de pro- 
priétés agglutinantes que l’on rencontre chez le second lapin 
est probablement du a la petite quantité de stromas qui passe 
en dissolution lors de la destruction des globules. 

Lacomparaison des deux sérums, au point de vue de la valeur 
elobulicide, est tout aussi intéressante. Tous deux possédent 
une certaine quantité d’anticorps, mais celle-ci est incompara- 
blement plus forte dans le sérum du lapin qui a regu le suc 
cellulaire (S. h.) que dans l’autre (S. str). Pour s’en assurer, 
il suffit de les ajouter l'un et l'autre a des quantilés croissantes 
de sang additionné de la quantité suffisante d’alexine. La 
limite, dans une détermination de ce genre, fut de 0,05 c. c. de 
S. str. pour 9c. c. de sang, tandis que la valeur de la méme 
quantité 0,05 c. c. de S. h. ne put étre déterminée, vu qu oe 
dépassait largement 20 ¢. e. 

Il existe un meilleur moyen de mettre ces différences en 
relief. Il est basé sur les propriétés que possedent les globules, 
de fixer anticorps et agglutinine. On fait une dilution au 1/5 des 
deux sérums dans du liquide physiologique. On prend: par 
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exemple 5 c. c. de chacune de ces dilutions et on y ajoute les 
globules privés de sérum de 1 c. c. de sang de poule au 1/10. 
On laisse a l’étuve pendant 2 heures ; on voit s'il y a aggluti- 
nation, et on sépare globules et sérum. Ce dernier est remis sur 
de nouveaux globules et traité comme devant. On peut ainsi 
arriver & débarrasser par fractions un sérum de ses constituants 
actifs. Si maintenant on place les globules ainsi traités dans du 
liquide physiologique additionné d'une quantité suffisante 
d’alexine, on peut savoir sils se sont imprégnés ou non d’anti- 
corps. Quand les globules sont agglutinés. il faut évidemment, 
en secouant énergiquement, dissocier l’agglomérat de fagon a 
permettre le contact de l’alexine sur tous les éléments. 

Au point de vue de l’agglutination, voici ce qui se passait 
avec les deux sérums précités. Dans le S. h., il y a trace d’ag- 
glutination au premier passage, puis plus rien. Pour le S. str., 
il a fallu 6-7 passages pour débarrasser les 5 c. c. (qui repré- 
sentent 1 c. c. de sérum) de leur agglutinine. 

En ce qui concerne le pouvoir globulicide, les globules traités 
par le S. str. se dissolvent dans l’alexine aussi longtemps qu ils 
sont agglutinés; on pourrait donc en conclure qu’il y a dans 
S. str. juste assez d’anticorps pour en saturer les globules 
agglutinés. Mais il y a ici une cause d’erreur, les globules agglu- 
tinés sont en effet devenus extrémement fragiles. Si, au lieu de 
les placer dans leau salée additionnée d’alexine, on les place 
dans de l’eau salée pure, ils perdent ainsi leur hémoglobine, 
méme a 0° (aprés un temps suffisamment long). D’ot ’impossi- 
bilité de déterminer de cette facon la valeur exacte de S. str. 
au point de vue de sa teneur en anticorps. Mais dés qu’il n’y a 
plus agglutination, les globules traités par S. str. ne se dissol- 
vent plus dans l’eau salée additionnée de sérum normal frais, 
Wot au moins la possibilité de dire qu’a ce moment il n’y a 
surement plus d’anticorps dans la dilution au 1/5 de S. str. Ce 
qui peut ailleurs se démontrer directement en mettant les glo- 
bules dans la dilution de S. str. méme, en leur ajoutant la 
quantité suffisante de sérum normal. Il n’y a pas de traces de 
globulolyse aprés 2 heures d’étuve. [1 a donc suffi de 6-7 
passages pour rendre ce sérum tout a fait inactif aux deux 
points de vue. Au contraire, aprés 6 et 8 passages, le S. h. 
est toujours actif, malgré l’imprégnation des elobules lors de 
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chaque passage. Une détermination de son activité aprés 6 pas- 
sages par la méthode précédente donna le résultat suivant : 
0,25 c. c. (correspondant a 0,05 ¢.c. de sérum pur) coloraient 
encore en rouge vif 10 c. c. de sang de poule au 1/10, pourvus 
de sérum normal, c’est-a-dire-que ce sérum ainsi appauvri était 
encore plus riche en anticorps que le S. str. neuf. 

Il n’y a done aucun doute possible sur le résultat. L’injection 
des stromas globulaires produit Vapparition du pouvoir agglutinant : 
Vinjection du contenu globulaire produit Vapparition du pouvoir 
globulicide. Dans les deux cas, 4 cété du produit principal, existe 
en petite quantité le produit accessoire, mais les déterminations 
quantitatives dénotent une énorme prédominance de la sub- 
stance agglutinante chez les animaux injectés de stromas, de 
Vanticorps chez ceux qui ont recu ’hémoglobine. 

Kn ce qui concerne ces derniers, la propriété agglutinante a 
pu étre réduite presque & rien, ce qui provient de ce qu'il est 
plus facile de préparer des solutions d’hémoglobine compléte- 
ment libres de débris cellulaires, que d’obtenir des stromas 
totalement dépourvus d’ hémoglobine. Comme je lai dit plus 
haut, je ne suis arrivé a débarrasser complétement les stro- 
mas de leur hémoglobine que récemment : les animaux 
dont j’ai examiné le sérum ont recu, du moins au début de leur 
vaccination, des stromas globulaires assez fortement teintés. 
Peut-étre pourrait-on obtenir, en s'appliquant 4 n’injecter que 
des stromas tout a fait blancs, un sérum strictement agglu- 
tinant. J’ai jugé les résultats précédents assez démonstratifs 
par eux-mémes, pour permettre d’en tirer les conclusions pré- 
cédentes. 

Il faut également étre mis en garde contre le fait, cité plus 
haut, que des globules fortement agglutinés deviennent trés 
délicats. L’imprégnation de leur enveloppe par l’agglutinine 
semble transformer la perméabilité de celle-ci, etle globule perd 
son contenu méme a froid dans des solutions isotoniques de 
chlorure sodique. Le sérum de lapin ayant regu du plasma de 
poule semble agir de la méme fagon, mais 4 un moindre degré 
cependant. Au contraire, le sérum d’animaux injectés dhémo- 
globine n’a pas montré cette propriété. La constatation a son 
importance. Elle prémunit contre l’erreur qui consisterait a 
mettre sur le compte de !’alexine ou de l’anticorps ce qui est le 
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fait de l’agglutinine méme. D’autre part, eile indiquerait que, 
dans certains cas toutau moins, cette imprégnation peut, quand 
elle est intense, constituer pour la cellule agglutinée une lésion 
grave. Or, d’aprés les idées courantes, l’agglutination n’aurait 
aucune influence défavorable sur la cellule. Si cependant on 
admet qu’elle est la conséquence d’une imprégnation par l’agglu- 
tinine du protoplasme cellulaire pariétal, on congoit que cette 
modification de l’enveloppe cellulaire puisse modifier aussi la 
perméabilité de celle-ci, transformation de la plus haute impor- 
tance au point de vue de la vie de la cellule. 

Dans les expériences précédentes, tout se passe comme Si, 
lors de agglutination d’une émulsion de cellules, ’agglutinine 
contenue dans le sérum se fixait sur les cellules. C’est l’opinion 
généralement admise. 

Cependant Duclaux (10) a émis hypothése que l’agglutinine 
pourrait bien agir a la fagon d’une enzyme coagulante, qui, en 
déterminant a la surface des éléments suspendus dans un liquide, 
la coagulation d’une substance dissoute dans ce dernier, provo- 
querait l’agglomération des particules suspendues. Si telle était 
la nature du phénomene, linactivité du sérum obtenu par 
adjonction successive de globules ne résulterait pas de la 
fixation de l’'agglutinine sur les globules, mais serait la 
conséquence de l’accumulation dans le sérum de produits dus 
a laction de enzyme. On sait en effet que lors de toute fermen- 
tation due a des ferments solubles ou enzymes, l’accumulation 
des produits mémes de la fermentation arréte le phénoméne 
dés quelle atteint un certain niveau. 

A priori, on pourrait faire,en ce quiconcerne l’agglutination, 
diverses objections & cette maniére de voir. Mais dans ces 
domaines peu connus, l’expérience directe vaut mieux que le 
raisonnement. Or une expérience simple permet de se faire une 
opinion a ce sujet. Si lon prend un sérum privé de ses 
agelutinines par la méthode précitée, on se trouve, suivant que 
Yon admet lune ou lautre opinion, en présence, ou d’un 
liquide totalement indifférent (dans l’hypothése de la fixation de 
Vagglutinine sur la cellule), oud’un milieu contenant des agglu- 
linines et certains produits empéchants dus aA I’activité de 
ces derniéres (hypothése de enzyme). Si dans ce milieu on 
ajoute des globules, et qu’on y détermine, en méme temps que 
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dans une dilution sanguine ee exactement la méme 
quantité de globules), ‘ titre agglutinatif d’un sérum ageluti- 
nant, on trouve dans les deux séries, ou bien exactement la méme 
limite, ouune agglutination léebrement plus forte dans le sérum 
que dans le sang. Le sérum neutralisé ne montre done aucune 
action empéchante. Il ne peut évidemment étre question de dilu- 
tion des produits empéchants, puisque la masse du sérum actif 
ajouté ne dépassait pas, dans les expériences, la 1/20° partie de 
la masse totale du liquide. Il faut donc bien admettre que lors- 

que, par suite d’agglutination, un sérum devient inactif, c’est bien 
parce que la partie active de ce sérum, l’agglutinine, est fixée 
sur la cellule agglutinée. 

Dans quels rapports de masse se fait cette fixation? Une 
détermination directe n’est évidemment pas possible. Mais on 
peut rendre probable la constance de cette combinaison dans 
des conditions bien déterminées, en faisant des essais compa- 
ratifs avec la méme agglutinine que l’on ajoute a doses crois- 
santes a des volumes égaux de diverses dilutions de sang. Si, par 
exemple, on prépare une série de tubes de 1c. c. de sang défibriné 
de poule; que l’on détermine la limite d’agglutination en ajoutant 
aux différents tubes des doses croissantes de sérum; que l’on 
fasse une deuxiéme série ot le méme sang a été dilué de 1/2, 
puis d'autres ott la dilution est de 1/5, 1/10, 1/20, et qu’on éta- 
blisse quelle est la quantité du méme sérum qui provoque 
lagelutination totale de ces dilutions, on trouve invariablement 
que, plus il y a de globules, plusil faut de sérum. De plus, dans 
beaucoup d’essais, il y a une proportionnalilé stricle entre la 
dilution du sang et la quantité de sérum & employer. C’est ainsi 
qu'un sérum provoquait Pagglutination totale d’une dilution de 
sang a 1/2, a la dose de 0,5 ¢c. c. par centimétre cube, et 
que, pour le méme sérum, la limite Vagelutination totale pour 
le sang au 1/20 était 0,05 ¢. c., exactement 10 fois moins. 

J’ai pu obtenir, dans are déterminations, des résultats 
aussi concordants. Il semble donc que, pour des conditions d’ex- 
périence déterminées, il y ait un rapport constant de poids entre 
agglutinine et substance. agglutinée.. --  --. ae elas 

Au point de vue de la mesure du pouvoir agglutinant, il 
n’est done pas indifférent d’employer une plus ou moins grande 
quantité de cellules. Et importance de la richesse de ’émul- 
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sion est évidemment aussi grande en valeur relative, qu il 
s’agisse de microbes ou de globules. Seulement, élant donné le 
litre agglutinatif tres élevé d’un sérum microbien, une diffé- 
rence dans la richesse d’émulsion de 1 a 2 pourra causer un 
écart de titre de 1/50,000 a 1/100,000 par exemple. Tandis que 
pour les globules cette méme différence se fera sentir dans les 
dixiémes. D’aillears, il est probable que, si le titre agglutinatif 
ne s’éléve jamais trés haut dans l’agglutination des globules, 
tandis quil atteint des valeurs énormes quand il s’agit de 
microbes, la cause principale de cette différence est a chercher 
dans la différence de poids de matiére & agglutiner dans les 
deux émulsions. Autant agglutination des microbes dépasse 
Vagglomération des globules, autant la masse de ceux-ci est 
forte vis-a-vis de Vinfime poids des premiers. Tous les titres 
‘@agglutination déterminés avec des quantités de matiéres agglu- 
tinées inconnues n’ont donc aucune valeur absolue. Ils ne 
peuvent présenter qu'un intéret relatif, résultant de leur com- 
paraison avec d’autres résultats, acquis dans des conditions 
coustantes. 

On a beaucoup discuté au sujet de la nature de Vagglutina- 
tion. Pour Gritber (11), Nicolle (42), ’agglutinine rend visqueuse 
lenveloppe microbienne et provoque de cette facon l’accollement 
des germes. Comme on I’a vu plus haut, Duclaux suppose qu’il 
y acoagulation ou dépot, a la surface du microbe, d’une substance 
préalablement dissoute dans le liquide ambiant. Les microbes 
porteurs de leur gangue de substance coagulée se trouvent main- 
tenant dans de nouvelles conditions d’équilibre vis-a-vis du liquide, 
d’ou peut résulter, pour certaines compositions de ce dernier, 
une agglomération des particules. Le phénoméne, comme on le 
voit, serail analogue de la coagulation du lait, telle que la 
congoit Duciaux. Bordet défend a peu prés la méme idée : pour 
lui, le phénoméne initial, c’est la fixation de Vagglutinine par 
le microbe, d’ou résulte une modification des propriétés de l’en- 
veloppe microbienne, partant de ses rapports d’équilibre avec le 
liquide ambiant. Les opinions des deux derniers auteurs admet- 
tent done deux phases distinctes dans le phénomene ; 1° une 
phase de coagulation, extracellulaire pour Duclaux, intra- 
cellulaire pour Bordet; 2° une phase d’agglomération des 
particules coagulées. ea 


eg 
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Ces deux temps de l'agglutination peuvent étre réalisés’ iso- 
lément, ainsi qu’il résulte d’ une expérience de Bordet. Sil’on agite 
dans de l’eau distillée des amas de microbes agglutinés, bien lavés. 
l'eau distillée, les amas désagrégés ne se Tal oamee nt plus. Pour 
qu il y ait de nouveau agglomération, il suffit d’ajouter du chlo- 
rure sodique jusqu’’ concurrence de 6 0/0. Comme le fait res- 
sortir Bordet, lexpérience rappelle totalement celles que l’on 
fait en physique sur les matiéres colloidales. D’ot la conclusion 
que les microbes qui ont subi l’action de l’agglutinine se trou- 
vent placés dans des conditions d’équilibre, avec le liquide qui 
les baigne, semblables a celle des matiéres colloidales dans leurs 
pseudo-solutions. Si, dans ce liquide, la teneur en sels ou-en 
autres principes dissous est telle que la pseudo-solution n’est 
pas possible, il y a rupture d’équilibre et agglomération. Pout 
quwily aitagglutination des cellules, il faut donc deux conditions : 
1° mettre Venveloppe cellulaire dans un état semblable .a 
celui qui caractérise les matiéres colloidales; 2° réaliser une 
composition du liquide ambiant telle que les matiéres collofdales 
formées lors de la premitre phase ne puissent y rester en 
suspension. 

Cette maniére de concevoir I agglutination a sur la premidre 
le grand avantage de mettre une formule générale pouvant 
embrasser un grand nombre de faits, de nature a premiére vue 
différente, la ot la premiére ne met en réalité qu'un mot, une 
épithéte dont la signification, le contenu sont une donnée directe 
de nos sens. Visqueux est le mot proprede ces matiéres qui collent 
& tout ce qu’elles atteignent. La glu en est un bon exemple, 
Or rien ne nous prouve que les cellules agglulinées soient 
nécessairement gluantes. Griiber lui-méme, ayant mélangé a 
une culture microbienne qu'il allait agglutiner des germes d’une 
autre espéce et des particules microscopiques de nature yariée, 
constatait que, lors de lagglutination, la plupart des particules 
et des germes étrangers restaient libres. Jamais.ni globules ni 
acialee ag ris, ne. collent au vase qui les. contient, Si les 
eellules agglutindes étaient, réellement vieqoeuses. on eoncevrait 
éléments hed méme_ "espace. Lidée, -purement. empirique, que 
nous nous formons de la viscosité en receyrait une limitation 
singuliére. que rien n’autorise, yea oats Ue: ee 
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{il est donc préférable de concevoir Pagglutination comme 
étant le fait d’une transformation colloidale de la couche corti- 
cale des ceilules, d’une gélification, pourrait-on dire, pour 
employer un mot qui ne présume rien, suivie d'une agglomé- 
ration des cellules gélifiées. 

Cette gélification peut résulter de beaucoup d influences. 
Malvoz (13), qui a fait une étude approfondie de l’agglutination 
par les substances chimiques, énumére une longue liste de corps 
chimiquement bien définis, dont l’action sur/‘un grand nombre 
d’especes microbiennes produit leur agglutination. Or, si l'on 
examine les nombreuses substances chimiques, dont il a vérifié 
le pouvoir agglutinant, on leur trouve une qualité commune, 
leur action précipitante ou altérante sur les albuminoides. 
Quand on les mélange a une émulsion de cellules, ils exercent 
évidemment cette action sur la paroi de celles-ci. Au point de 
vue chimique, les transformations qui en résultent sont néces- 
sairement différentes, étant donnée la dissemblance des réac- 
tifs. Suivant la nature de ceux-ci, elle pourra étre nettement 
chimique (ce sera le cas pour les aldéhydes, les sels des métaux 
lourds), ou se rattacher a ces phénomeénes limites, phénoménes 
d’absorption, d’atfinité mecanique (Ostwald), comme dans 
Pagglutination par les colorants d’aniline. Mais dans toutes 
ces réactions le produit pourra posséder, outre ses caractéres 
chimiques, une propriété commune, l’état colloidal, et ce dernier 
seul importe au point de vue de lagglutination. 

En raison de l’aptitude générale que présentent les différents 
agents chimiques, d’entrer en réaction avec les diverses pro- 
téides cellulaires, il ne faut pas s’attendre a beaucoup de 
spécificité dans les phénoménes d’agglutination qu/ils pro- 
duisent. Cette spécificité apparailra dans l’agglutination dés que 
les réactifs agglutinants deploieront une activité moins brutale, 
moins générale. C’est le cas pour l’agglutination par les sérums 
normaux. Ceux-ci contiennent des albuminoides, qui pénétrent 
la paroi de certaines cellules (l’action des alexines nous en 
fournit un exemple), .On congoit que dans beaucoup de cas, ot 
la transformation résultant de cette pénétration n "est pas assez 
profonde pour amener la mort de la cellule, elle soit cependant 
suftisante pour déterminer | agglutination. 

Dans action des serums obtenus par vaccination, la spéci- 
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ficité devient absolue ou presque absolue. De plus, les autres 
conditions du phénoméne, déterminées par les expériences 
précédentes, permettent un commencement d’analyse de celui- 
ci. Il a été prouvé que l’agglutinine était réellement fixée sur le 
globule, et que, en des temps égaux, il faut dix fois plus 
@agglutinine pour dix fois plus de globules. Ces constatations 
semblent plaider en faveur d’une conception chimique du phé- 
noméne. Cependant il faut bien avouer qu’ils s’accorderaient 
tout autant avec lhypothése que les affinités mises en jeu sont 
moins d’ordre atomique que d’ordre moléculaire, qu’il s’agirait 
en un mot de phénomenes de teinture. 

Et dans ces conditions, l’agglutination spécifique serait 
ramenée, quant a son essence intime, aux agglutinations 
par les colorants et les sérums normaux. La seule caractéris- 
tique consisterait en lorigine spéciale et la spécificité plus 
grande de l’agglutinine vaccinale. 

Je crois avoir démontré que lors de l’injection des globules 
de poule dans l’organisme du lapin, seule leur paroi protoplas- 
mique était active en ce qui concerne la production des agglu- 
tinines. Or dans l’agglutination c’est cette méme paroi protoplas- 
mique qui est la partie transformée, la partie gélifiée. On 
observe ici un fait de méme ordre que-celui qui a été mis en 
lumiére lors de Vinjection séparée de la globuline et de l’albu- 
mine du sérum de cheval; fait moins intéressant au point de 
vue de l’agglutination, en elle-méme, qu’a un point de vue plus 
cénéral. De méme que, dans le sérum, c’était la globuline qui 
provoquait la formation de la substance précipitante, et qui était 
précipitée par celle-ci, de méme, dans les globules, c’est la 
paroi vésiculaire dont Vinjection est l’origine des agglutinines, 
et c’est encore elle qui est agglutinée. 

Ktant donnée Videntité de V’agglutination, quelle que soit 
Vorigine des cellules qui la subissent, il est probable que la 
signification de la couche périphérique de la cellule, tant lors 
du phénoméne méme que lors de la production de l’agglutinine, 
est d’ordre général. Dans cette hypothése, on congoit limpor- 
tance de la constitution de cette enveloppe cellulaire. — 

_ Si cette enyeloppe est constituée de substances susceptibles 
de provoquer une réaction organique, il y a avantage, au point 
de vue de l’abondance des produits de réaction, les agglutinines, 
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que cette’ enveloppe soit trés développée comparativement au 
poids. du microbe, Or les microbes ciliés, dont on connait la 
facilité d’agglutination, sont précisément dans ce cas. Chez eux, 
les. cils ne sont autre chose que des expansions de la couche 
corticale, dont la masse se trouve ainsi accrue par_rapport au 
poids de la cellule. ios . 

Injectés 4 ’organisme, ils y introduisent une plus grande 
quantilté de substance agglutinable, d’ot une formation plus 
active de substance agglutinante. D’autre part, il y aura, lors de 
Paction de Pagglutinine sur le microbe, fixation plus abondante 
de celle-ci. Chaque microbe imprégné portera sur lui une masse 
plus considérable de matiére agglutinée. Si doncl’agglomération 
est le résultat de forces attractives ayant leur siége dans cette 
matiére agglutinée, on congoit qu elle se fera d’autant plus rapi- 
dement que la masse de matiére agglutinée est plus impor- 
tante vis-a-vis de la masse totale du microbe. 

Il est évidemment difficile, en raison de mille facteurs pou- 
vant agir en sens inverse, de comparer a cet égard les résultats 
fournis par des espéces microbiennes différentes. Cependant si 
ces espéces sont trés rapprochées, comme c’est le cas du 
bacillus typhosus et du bacterium coli, il est intéressant de voir si 
la prévision se réalise, Or, M. Malvoza bien voulu me commu- 
niquer le résultat d’observations qu’il avait eu l'occasion de faire 
au cours dela vaccination contre ces deux espéces microbiennes. 
Injectés 4 dose égale 4 des animaux de méme espéce, ces deux 
microbes produisent tous les deux un sérum agglutinant. Mais 
e’est toujours le bacillus typhosus, le plus chevelu des deux, 
dont le sérum est le plus rapidement et le plus activement 
agglomérant. 

Les faits connus jusqu’aujourd’hui tendent done a faire 
admettre que le premier acte dans le phénoméne de I’aggluti- 
nation est l’altération colloidale des couches protoplasmiques 
eorticales, causée par leur imprégnation par V’agglutinine spé- 
cifique. 

- Apres cette longue analyse des phénoménes d’agglutination, 
il est utile de récapituler les données principales de cette 
étude : 

L’injection du sang défibriné de la poule au lapin produit 
chez ce dernier au moins 3 réactions, aboutissant & la formation 
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des substances précipitante, agglutinante et sensibilisante. 

Ces trois réactions sont nettement distinctes ’une de l’autre, 
tant en ce qui concerne les propriétés de leur produit qu’au 
point de vue de son origine. L’action de ce produit est spéci- 
fique, c’est-a-dire qu’il porte exclusivement son action sur 
’élément producteur, 

Divisons le sang en sérum et globules: la substance précipi- 
tante, due & Vinjection du sérum seul, agit sur le sérum, non 
sur les globules. 

Liagglutinine spécifique et lanticorps produits par la vacci- 
nation par les globules isolés, portent leur action sur ces der- 
niers uniquement. 

Dans le sérum, e’est la globuline seule qui entre en jeu lors 
de la formation de la substance précipitante, c’est uniquement 
elle qui est précipitée. 

Dans les globules, la partie seule active dans la production 
de Vagglutinine, c’est la paroi globulaire; c’est encore elle qui 
est intéressée dans l’agglutination. 

Au contraire, le contenu cellulaire produit l’anticorps, et c’est_ 
probablement dans l’action de cet anticorps sur le contenu 
cellulaire gu’il faut voir la cause de laction sensibilisante de 
l’anticorps dans la globulolyse. 

Si lon examine toutes’ ces actions, précipitante, aggluti- 
nante, sensibilisante, on voit que, sous leur diversité d’aspect 
si grande, elles cachent toutes un fond commun. Toutes sem- 
blent provoquées par l’union d’un élément du sérum de Vanimal 
vacciné avec le produit qui a servi dans la vaccination Quelle 
est la nature de cette union? Comme |’a montré l’analyse faite 
au sujet de ’agglutination, il serait difficile de trancher la ques- 
tion dés aujourd’hui; on peut affirmer, semble-t-il, quil ne s’agit 
pas de fermentation due & des enzymes. Mats décider s'il y a 
réellement combinaison chimique, ou simplement accollement 
moléculaire, absorption, et dans quels rapports moléculaires 
union se fait, voila ce qui ne peut se faire sans dépasser les 
données de l’expérience. 

Quant au produit de l’union, il se caractérisera par les pro- 
priétés de V’élément quia produit la réaction organique. La 
elobuline est une substance qui, dans le sérum, esta la limite de 
la solubilité, elle sera rendue insoluble . Le protoplasma cortical est 
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dans des conditions d’équilibre délicates avec le milieu ambiant, 
ga transformation rompra cet équilibre. De méme, quand par 
suite de l’action des alexines sur les globules, le contenu de ces 
derniers est sur lc point de s’épandre au dehors, l’action de l’anti- 
corps sur ce contenu active la perte d’ equilbee, dou résulte la 
globulolyse. 

Cette analogie pourra étre poussée plus loin si, sortant des 
expériences cilées dans ce travail, on tache de se rendre compte 
de l’action des antitoxines sur les toxines, des antienzymes sur 
les enzymes. Ici encore, union se fait de telle sorte que la 
caractéristique de l’élément producteur des antitoxines et des 
antienzymes, la toxine ou l’enzyme, disparait dans le produit 
de leur union. La neutralisation de la premiere se caractérise 
par la perte de la toxicité, celle de la seconde par la perte du 
pouvoir ferment. Et l’on sait que la production d’une antitoxine 
apres vaccination par la toxine, ou celle d’une antienzyme aprés 
injection de l’enzyme, sont des phénoménes du méme ordre que 
la formation de l’agglutinine ou de lanticorps. Il apparait de 
ce fait une grande unité parmi ces phénoménes, unité qui doit 
avoir sa raison d’étre et dans lunité de la réaction organique 
et dans l’unité du mode de neutralisation. 

En ce qui concerne la premiére, il y a lieu de faire ressortir 
que toutes les substances dont l’injection a pu produire jus- 
qu’aujourd’hui la formation d’antagonistes, sont des albuminoi- 
des '. 

On a pu soutenir que telle ou telle solution de toxine ou 
d’enzyme ne donnait plus la réaction du biuret. L’absence de 
cetle réaction colorante, fut-elle méme ddment constatée dans 
des solutions concentrées, ne suffirait pas a elle seule pour refu- 
ser 4 la substance le caractére de protéide. Nous possédons, 
comme l’a démontré Kossel, un meilleur moyen pour caracté- 
riser ces derniéres, c’est l’action des sucs digestifs et apeciales 
ment de la trypsine. Ces enzymes sembleat ne s ‘attaquer qu’aux 
substances basées sur un type chimique non encore déterminé, 
le type des albuminoides. Or, ne sait-on pas que toutes les 
toxines, les enzymes et les protéides en général sont détruits 
par les ferments protéolytiques? 


1, Je ne puis en effet classer parmi,les sérums antagonistes le sérum anti- 
arsénieux de Besredka, qui ne protége que contre la dose simplement mortelle. 
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C’est justement en cela qu’il faut chercher la raison de l’im- 
possibilité d’obtenir des sérums précipitants, agglutinants, 
dissolvants, antiloxiques, antienzymiques, quand on administre 
les substances actives par le tube digestif. 

Pour ce qui est de l’analogie dans Jes phénoménes de neu- 
tralisation, il me suffira de dire que les conditions de cette 
neutralisation, mises en lumiére par les travaux de Briot et 
Morgenroth pour les antienzymes, par ceux d’Ehrlich, de Knorr, 
de Madsen, de Kossel, de Camus et Gley, de Stephens et Myers 
pour les antitoxines, rappellent complétement celles qui ont été 
exposées précédemment au sujet des agglutinines. Et ici aussi, 
il semble qu’avant de s’engager trop avant dans les théories 
chimiques de neutralisation, il serait bon de voir si de simples 
actions d’agrégation moléculaire, de conditions de solubilité, de 
coagulation (au sens le plus large du mot) ne rendent pas aussi 
bien compte de la perte des propriétés actives. Ainsi se trouve- 
rait établie Vunité avee les phénomeénes de précipitation, 
dagglutination, de globulolyse qui semblent moins dépendre 
de combinaisons chimiques que des rapports de molécules entre 
elles et avec le liquide qui les entoure. 

C’est, comme on le voit, en arriver a des idées soutenues 
depuis longtemps par Duelaux. 

Pour conclure en quelques mots, il semble que l’on puisse 
dire dés aujourd’hui que l’organisme des oiseaux et des mammi- 
féres posséde la propriété de réagir vis-a-vis de l’introduction 
des albuminoides (par une voie excluant l’action des sucs diges- 
tifs), en élaborant des albuminoides nouveaux doués, vis-d-vis de 
lasubstance injectée, d’une alfinité bien marquée, dont la nature 
nest pas encore déterminée. 

On concoit a priori qu’il sera souvent pratiquement difficile, 
sinon impossible, de mettre en évidence la nouvelle qualité du 
sérum. Quand, par suite de caractéres spéciaux (toxicilé, pou- 
voir fervent, solubilité), l’albuminoide injecté se différencie faci- 
lement, il sera aisé de prouver l’existence de l’antagoniste par 
la disparition ou la transformation de ces qualités, aprés le 
mélange de l’albuminoide avec le sérum, Mais il ne faut pas 
induire, de la non-existence d’un signe de neutralisation, au 
défaut de celle-ci. Le grand nombre de sérums actifs déja 
connus plaide en faveur de la généralité, de la constance, de la 
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réaction. Et il est certain, dés a présent, que les travaux les 
bactériologistes ont amené la découverte d’une loi de physiologie 
générale, dont il reste 4 déterminer plus exactement les condi- 
tions et la portée. Hi 
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GUNTRIBUTION A LETUDE DU GONUCOQUE 


ET DE SA TOXINE 


Par ue Dt J, DE CHRISTMAS 


DEUXIEME MEMOIRIs 


Dans un précédent mémoire ', j’ai donné les résultats de 
quelques expériences sur le gonocoque et sa toxine, qui peuvent 
se résumer ainsi : 

Le gonocoque élabore en milieu approprié des produits 
toxiques qui, injectés a des animaux de laboratoire, produisent 
des phénoménes d’intoxication Jocaux et généraux, en provo- 
quant de la congestion et de la suppuration dans les lissus, ainsi 
que des phénoménes de fiévre et de cachexie, si on les injecte 
dans le systeme sanguin. La suppuration produite par la gono- 
toxine se manifeste particuliérement quand on l’injecte dans la 
chambre antérieure de |’ wil, dans la plévre et le péritoine, ainsi 
que dans l’urétre humain, ot cette toxine produit un afflux 
leucocytaire, remarquable tant par son acuité que par l’abon- 
dance du pus, pouyant simuler une véritable blennorrhagie et 
guérissant spontanément en quelques jours, 

La substance toxique se trouve en partie dans les corps 
mémes des gonocoques, en partie dissoute dans le liquide de 
culture. Elle est de nature albuminoide et se laisse précipiter des 
cultures par l’alcool fort. Elle est soluble dans la glycérine et se 
détruit par un chauffage prolongé. 

Il est possible d’immuniser les animaux contre celle toxine 


en procédant par inoculations successives de doses croissantes. 


A lappui de cette affirmation, j’avais publié les courbes de poids 
de lapins et de chévres soumis a Vinjection de fortes doses de 
loxine. 


1, Ces Annales. Aott 1897. 
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Depuis cette publication, la biologie du gonocoque a eté 
l’objet de plusicurs travaux, dont la plupart sont en contradiction 
avec mes observations. C’est ainsi que M. Wassermann ‘, dans 
un travail paru en méme temps que Je mien, constate les elfets 
toxiques des cultures. Mais la toxine, selon lui, se trouve confinée 
dans les gonocoques seuls : ceux-ci n’elaborent aucun produit 
toxique, et si on trouve de faibles traces de toxine dans le 
liquide de culture, celle-ci ne provient que des corps de gono- 
coques morts, dont la toxine a diffusé dans le liquide. Les essais 
d'immunisation avee cette « toxine » n’ont pas réussi. M. Was- 
sermann a indiqué un milieu albuminé : sérum de pore rendu 
trés alcalin avec de la nutrose et par ce fait incoagulable a la 
chaleur, et dans lequel le gonocoque, selon lui, se développe trés 
bien. Il est probable que ce milieu, qui ne m’a donné que de 
médiocres résultats quant au développement du microbe, ne 
permet pas un rendement appréciable en toxine. 

Comme on le verra plus loin, le pouvoir toxigéne du gono- 
coque dans Jes cultures est peu manifeste dans les milieux 
ordinaires, et il est soumis a des variations considérables, dont 
les raisons échappent facilement a l’observation. 

M. Nicolaysen® constate également que les corps des gono- 
coques renferment une toxine qui tue la souris a faible 
dose, mais ses cultures filtrées se sont toujours montrées 
inertes. 

M. T. Laitinen® ne trouve que peu de toxine dans les corps 
des gonocoques. La culture filtrée ne renferme probablement 
aucune substance toxique; en lout cas celle-ci est si faible 
qu'elle ne se distingue pas dans ses effets de ceux de la subs- 
tance albuminée, qui sert de milieu de culture. 

M. Schaeffer *, seul entre les auteurs nommés, semble avoir 
obtenu des cultures toxiques. Il constate que Vinjection de 
cultures débarrassées des gonocoques, dans l’urétre humain, 

4. WasseamAnn, Ueber Gonokokkenkultur und Gonokokkengift, Berliner klin. 
Wochensehr., 1897, n° 32. ; 

WassEnmann, Weitere Mittheilungen, Zeitschr. f. Hygiene und Infectionskr., 
Bd. XXV/I. 

2. Lyper Nicotaysen, Zur Pathogenitat und Giftigkeit des Gonococcus, Central- 
bl. fiir Bakt., 1897, Bd. XXII. 

3. T. Laitinen, Beitrige zur Kenntniss der Biologie des Gonococeus, Central- 


bl. fir Bakt., 1898, Bd. XXIII. 


ee J. Scuarrrue, Beitrag zur Frage der Gonokokkentoxine. Fortschritte d. Med. 
97, n° 24, 
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produit une inflammation aigué d’assez courte durée et accom- 
pagnée d’un écoulement purulent. Il ne semble pas avoir étudié 
Vetfet de cette toxine sur les animaux, 

La réaction inflammatoire de l’urétre, a la suite d’injection de 
gonocoques morts, a également été étudiée par Panichi ! et par 
Scholtz *. Ce dernier n’a pu trouver de toxine dans ses cultures 
en dehors des corps des gonocoques. 

Moltschanolf* a observé des phénoménes de neurite et de 
dégénération des cellules nerveuses de la moelle, principalement 
des cornes antérieures, a la suile d’une intoxication chronique 
produite par l’injection de gonocoques dans le péritoine. Il n’a 
pas constaté la présence de toxine dans les cultures en dehors 
des gonocoques. 


On voit, par ce court résumé des travaux parus jusqu ici sur 
les effets toxiques du gonocoque, que la plupart des auteurs 
n’ont obtenu que des cultures sans toxine. Ceci tient sans doute 
a l’emploi d’un mauvais milieu de culture, et nous verrons tout 
a Vheure qu’il suftit de faibles differences dans la composition du 
milieu et de petits écarts de température pour rendre les cultures 
atoxiques, Mais en outre la gonotoxine, au contraire des poisons 
microbiens violents déja si bien éludiés, ne manifeste pas sa 
présence par des phénoménes brusques d intoxication, La 
cachexie consécutive aux injeclions sous-cutanées ou intravei- 
neuses demande une observation soutenue pour étre décelée, et 
les doses mortelles sont considérables, car si on peut tuer les 
jeunes cobayes en leur injectant 1 ou 2 c. c. de toxine dans le 
péritoine, les animaux plus agés demandent des doses bien plus 
fortes, de § 410 c. c., et Vinjéction de telles quantités dun 
liquide, qui par lui-méme et sans la toxine qu’! renferme est 
déja capable de provoquer des phénomé.es morbides en contact 
avec une séreuse aussi sensible que celle du péritoine, ne laisse 
pas de compliquersérieasement les résultats et de rendre douteux 
tout essai d’évaluation de la toxine. L’injection sous-cutanee 


4. Panicut, Contribution expérimentale & l'étude des toxines gonococciques. 
Giorn. ital. delle mal. ven., 1899, fasc, 3, ref. in. Revue generale de pathologie 
Mite AM Whe VOM. 2s ae) ee tel 

2, ScuoLtz, Biolugie des gonococcus., Archiv. fur Dermatol. und Syphilis, 1899, 
vol, 49. ; 

3. Moutscuanors, Ueber das Gonococcentoxin und seine Wirkung auf das 
Nervensystem, Minchener med, Wochenschr., 1899, n° awk 
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présente les mémes inconvénients. Les doses mortelles sont ict 
plus considérables que par la voie intrapéritonéale, et la produc- 
tion de vastes abcés qui & l’origine sont aseptiques, mais qui ne 
tardent pas a s’infecter, la cachexie consécutive, d’ intensité 
var iable; rendent illusoire toute évaluation tant soit peu exacte 
de la teneur en toxine des cultures. 

L’injection de la toxine dans le systeme veineux du lapin ou 
du cobaye donne des résultats plus nets, en produisaut des phé- 
nomenes morbides se manifestant par une perte de poids brusque 
et considérable, de la fiévre, et un état de cachexie suivi de la 
mert de Yanimal, si la anue a été suffisante ; mais les doses 
mortelles, quoique e bien plus petites, sont pourtant | encore trop 
élevées pour qu’on puisse séparer neltement l’effet de la toxine 
de celui du liquide injecté. 

En cherchant sil ne serait pas possible de rendre manifeste 
cette toxine en ]’appliquant 4 d’autres organes, j’ai essayé si 
Yinjection intracérébrale ne nous fournirait pas.ce moyen, et 
jai de suite acquis la certitude que l’injection de la gonotoxine 
dans le cerveau est un moyen sir et facile pour son étude. La méthode 
des injections intra cérébrales, d’abord préconisée par MM. Roux 
et Borrel pour la toxine tétanique', s’applique admirablement 
au dosage de notre toxine, qui sest montrée un poison violent 
pour le systéme nerveux central, et dont il suffit dinjecter des 
(loses trés faibles pour amener a bref délai la mort de l’animal. 


Voici ce qu’on observe en injectant dans le cerveau d’un 
cubaye adulte une dose mortelle d'une culture débarrassée des 
gonocoques. Pendant les trois ou quatre heures qui suivent 
injection, l’animal ne semble pas souffrant. Il court dans sa 
cage el mange comme a l’ordinaire. Mais, ce délai passé, il mani- 
oe des signes non douteux de malaise. Ilse meten boule dans 
un coin, ne mange plus, et ne change pas de place, quand on V’in- 
quiéte. Bientot le corps est agité par de légéres secousses, qui 
peu a peu augmeéntent d’intensité, les mouvements des membres 
deviennent incoordonnés, il ‘abe sur le flanc et narrive plus, 
inalgré tous ses efforts, a se relever. Quelquefois on ebserve des 
Srampes généralisées- et intermittentes, mais: ces Eretniee sie 


E. Rovx ev Borret, Tétanos cérébral et immunite- contre le tétanos, Ces 
inten vol. XII, n° 4, : : 


GONOCOQUE EF- SA TOXINE.: 335 


ressemblent nullement a celles qui suivent l’injection du poison 
létanique, il n’y a pas de raidissement des membres ni opistho- 
tonus. L’animal semble plutot grelotter. La dyspnée & ce moment 
est violente, et la mort arrive bientét, ordinairement vers la 
sixiéme heure aprés injection. 

Il va sans. dire que ces injections dans la masse cérébrale 
doivent étre faites avec les précautions nécessaires pour éviter 
toute lésion étendue du cerveau. On les pratique dans l’un des 
hémisphéres al’aide d’une seringue, dont l’aiguille épointée et 
arrondie est munie d’un arrét qui l’empéche de s’enfoncer de 
plus de deux ou trois millimétres dans la masse cérébrale. L’ou- 
verture du crane se fait, aprés incision de la peau, avee un 
trépan trés fin ou un foret faisant une ouverture juste suffisante 
pour l’introduction de l’aiguille. Faite dans ces conditions, ’opé- 
ration est absolument ere et n’influence nullement la 
santé des animaux. L’introduction d’une certaine quantité de 
liquide dans le cerveau est également supportée sans phéno- 
ménes morbides, et les expériences de controle dans ce sens 
m’ont démontré qu’on peut introduire jusqu'a 0,25 c. c. du 
liquide de culture stérile, sans autre danger pour l’animal que 
des phénoménes de compression légers et passagers. Tout autre 
est le résultat quand le liquide renferme de la toxine. Il suffit 
alors de 1,500° de c. c. ou moins, pour provoquer les phéno- 
menes mortels décrits plus haut’, 

La vitesse avec laquelle agit la toxine gonococcique sur le 
cerveau est remarquable, et semble distinguer nettement cette 
toxine des toxines connues jusqu ici, et quidemandent au moins 
24 heures pour arriver au maximum de leurs manifestations, 
Cette vitesse d’action dans le cerveau est analogue a la vitesse 
des phénoménes inflammatoires de la gonotoxine injectée dans 
Vuretre humain, ot les premiéres manifestations de la diapé- 
dése s’observent moins dune heure apres linjection. 

A lautopsie on ne trouve aucune altération appréciable de la 
masse cérébrale. L’endroit ot laiguille a été introduite est & 
peine visible, il ne présente ‘aucun signe d'inflammation ou 

- 4: Ce travail était & Vimpression quand a parw la communication de M. Borrel 
a la Société de Biologie (avril 1900) sur la toxicité de la tuberculose et de la 
malléine en injections intracérébrales, comparée i leur peu de toxicité en injec: 


tions sous-cutanées, Il est probable qué beaucoup d'autres toxines se comportent 
dune maniére analogue. 
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Wirritation, et ’examen microscopique ne montre aucune for- 
mation de pus. A peine si l’on trouve quelques rares leucocytes 
dans la plaie. 


Cet empoisonnement aigu des animaux, par la toxine qui 
nous intéresse, se produit avec une précision et une régularité 
parfaites, et il nous permettra de résoudre différentes questions 
concernant les propriétés de cette toxine, jusqu’ici restées si 
obscures, faute d’un réactif convenable. Entre ces problémes, 
ceux qui concernent la production de la toxine dans les cultures, 
le milieu pour son obtention, les conditions de température 
ainsi que la marche dans la production sont ceux qui se présen- 
tent les premiers 4 l’esprit. Les recherches de cette nature sont 
longues et difficiles, surtout quand il s’agit d’un microbe d'une 
culture délicate et capricieuse comme le gonocoque : aussi les 
résultats auxquels je suis arrivé ne peuvent-ils étre considérés 
comme définitifs il est probable: que l'avenir y apportera de 
nombreuses modifications. 


La production de toxine dans le milieu de culture ordinai- 
rement employé pour le gonocoque, c’est-a-dire 1/3 de liquide 
d’ascite pour 2/3 de bouillon renfermant 1 0/0 de peptone, n’est 
pas considérable. 

Aprés 8 jours de séjour a l’étuve, les germes sont ordinaire- 
ment morts, etle liquide filtré, injecté dans le cerveau du cobaye. 
ne le tue qu’a la dose de 0,1 a 0,15 c. c. Les cultures actuelles, 
qui restent vivantes de 5 a 6 semaines ou plus, renferment 
aprés 25 jours de culture une toxine qui tue ala dose de 0,002 ¢. ¢. 
et moins. 

Cette toxine est-elle le resultat d'un processus vital du gono- 
coque ou serait-elle seulement due a la diffusion de produits 
toxiques renfermés dans le corps du microbe et rendus libres 
par sa mort, comme Va suppose M. Wassermann? Une expé- 
rience bien simple nous renseignera. Prenons une culture de 
gonocoques en pleine ay plutiod? agée de trois ou quatre jours. 
A ce moment, si le liquide est d’une composition convenable, le 
fond du vase est déja couvert d’une couche assez épaisse de 
gonocoques, dont la plupart ont gardé leur forme et se colorent 
trés bien. Ils sont done encore parfaitement vivants, et n’ont 
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pas encore subi la dégénération nécessaire pour que leur toxine 
soit transfusée dans le milieu de culture. Du reste, le liquide 
filtré est, 4 cette période de la culture, trés peu toxique, et il en 
faut une assez forte dose pour tuer un cobaye par intoxication 
cérébrale. 

Knlevons avec une pipette stérile le liquide qui couvre cette 
couche de gonocoques, et remplagons-le par une petite quantité 
de liquide frais de méme composition, mais dans lequel aucun 
développement n’a eu lieu. La culture ainsi préparée est placée 
a une température de 20°, a laquelle les gonocoques ne peuvent 
plus se développer, et qui les tue en quelques heures. Si aprés 
8 ou 10 jours nous examinons la culture au microscope, nous 
trouvons en effet que les gonocoques ne se colorent plus que 
faiblement. Ils sont dégénérés et ont absolument le méme aspect 
qu'une culture morte de vieillesse aprés quelques semaines. 
La culture ainsi préparée et débarrassée des gonocoques devrait 
nous donner, si l’explication était vraie, un liquide toxique a 
la suite de la transfusion de la toxine. Il n’en est rien, et nous 
trouvons au contraire un liquide entiérement dépourvu de 
toxicité. L’injection dans le cerveau du cobaye ne produit aucun 
phénomeéne d’intoxication, et l’introduction de ce liquide dans 
Purétre humain n’oceasionne aucune suppuration, comme on 
en voit toujours en employant un liquide toxique. 

Cette expérience prouve donc nettement que la toxine ren- 
fermée dans le corps des gonocoques ne ltransfuse pas dans le 
milieu de culture, et que si les auteurs nont pas trouvé celui-ci 
d'une toxicité appréciable, ceci tient a la composition de leur 
milieu, peu approprié a l’obtention d’une bonne toxine. Du reste, 
le fait méme de la production de la toxine dans un milieu de 
culture de composition différente de celle ordinairement 
employée prouve bien qu'il s’agit ici d’autres choses que d’une 
simple diffusion de produits toxiques. 


* 
» 2 
* 


Les variations dans le milieu de culture ont porté sur les 

trois composants du liquide: le bouillon, la peptone et l’albu- 

mine. 

fl est possible de faire vivre le gonocoque dans un milieu 
22 
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albuminé qui ne renferme pas de bouillon, et le développement 
peut s’y faire assez abondamment. Mais la production de toxine 
en souffre au point de devenir presque nulle. 

fl est donc évident que les substances extractives de la 
viande jouent un role important. Mais tous les bouillons ne con- 
viennent pas & ces cultures, et le choix de la viande est loin 
détre indifférent. Le bouillon de cheval, de boeuf, la décoction 
de différents organes comme le foie de veau ou de cheval, le pou- 
mou, le bouillon de poisson, la décoction de levure ne donnent 
que des cultures médiocres. Le bouillon de lapin, de veau, de 
poulet donne au contraire un excellent développement. Il est 
bon d’ajouter de la gélatine 4la décoction sous forme de feuilles 
de gélatine surfine a la dose de 2 43 grammes par litre. Le 
bouillon dont j’obtiens les meilleurs résultats se compose de 
500 grammes de viande de veau fraiche et hachée pour 4 litre 
d’eau, le tout chauffé une demi-beure a 105° aprés quelques 
heures de macération dans l’eau tiéde. Ce bouillon est facile a 
obtenir clair aprés une ou deux filtrations. Il est nuisible d’y 
ajouterdu chlorure de sodium. 

Cet extrait est de trop faible concentration pour le milieu de 
culture quidonne le meilleur rendement en toxine, et qui ne ren- 
ferme (en volume) que 25 0/0 de bouillon. Il faut donc le concen- 
trer en l’évaporant jusqu’a un quart de son volume. L’extrait de 
500 grammes de viande se trouve par ce fait dissous dans 
250 grammes d’eau. I] y a avantage a procéder de cette maniére 
au lieu de préparer de suite un bouillon trés concentré, qui est 
difficile a filtrer. 

Le second élément du milieu, la peptone, a jusquici paru 
indispensable pour Vobtention dune culture de gonocogue. II 
est en effet certain que la culture en milieu peptonisé évolue 
abondamment, et que le gonocoque qui n’a pas été entrainé a 
vivre dans un milieu sans peptone s’y développe au commen- 
cement assez mal. Il s’y habitue pourtant bien apres quelques 
passages, eb ceci est important, car la production de toxine esi 
moins bonne en milieu peptonisé. En outre, la peptone a une 
influence indéniable sur la vitalité du gonocoque, qui reste 
vivant beaucoup plus longtemps dans le milieu non peptonisé. 
Cette constatation s’est montrée exacte pour toutes les peptones. 
essayées, autant pour celles du commerce que pour la peptone 
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préparée au laboratoire selon le: procédé dé M. Martin. La 
survie du gonocoque dans les milieux peptonisés est de 8 a 
10 jours, tandis qu’il reste vivant de 40 4.50 jours dans les cul- 
lures non peptonisées. Le manque de toxicité des cultures pepto- 
nisées ne trouve pourtant pas son explication dans cette courte 
survie, car la production de toxine est déja sensible dans les 
cultures non peptonisées apres 4 a 5 jours. 

J’ai done supprimé la peptone de mes cultures. 

L’albumine, sans laquelle aucun développement de gonocoque 
ne semble possible, doit ¢tre choisie avec un soin tout particu- 
lier. Le sérum sanguin des animaux d’abattoir ne convient pas 
a ces cultures. Quelques-uns, comme les sérums de boeuf et de 
porc, permettent des cultures peu fournies, peu toxiques et de’ 
vie tres courte; d’autres, comme le sérum de cheval, s opposent 
a tout développement. le gonocoque est, sous ce rapport, d'une 
sensibilité extréme. Le meilleur développement s’obtient dans 
le sérum de lapin et dans le liquide d’ascite. Ce dernier, d’abord 
indiqué par M. Marmorek pour la culture du streptocoque, est 
facile a obtenir en grande quantité. I] est d’une conservation 
parfaite apres une stérilisation fractionnée, et il me sert al’exclu- 
sion de tout aulre, comme je l’ai déja indiqué dans un précédent 
mémoire. Mais au lieu d’employer un milieu de culture com- 
posé de 2/3 de bouillon pour 1/3 de liquide d’ascite, j’emploie 
actuellement des solutions d’albumine beaucoup plus concen- 
trées, renfermant 75 0/0 de liquide d’ascite pour 25 0/0 de 
bouillon. Il est difficile @obtenir l’'accoutumance du gonocoque 
a ces solutions concentrées, et ce n'est qu’a la suite de nom- 
breuses cultures successives quon obtient un développement 
abondant. Au fur et a mesure de l’accoutumance, le gonocoque 
devient plus résistant, et la fonction toxigéne augmente dans des 
proportions considérables. 

Le gonocoque, dans ce milieu albuminé, a un peu changé 
d’aspect. Il est devenu plus petit que dans les cultures ordinai- 
res, il garde mieux sa forme en grain de café, et les formes 
boursouflées, si fréquentes avant, ne se rencontrent plus. La 
dégénérescence se produit moins vite, et méme, dans les cultu- 
res agées de 2 mois, on trouve beaucoup @individus gts 
gardé Nene forme, se colorant vite et avec intensité. , 


4. L. Martin, Production de la loxine diphterique. Ces Annales, 1898, n° 1. 
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Le degré d’alcalinité du liquide d’ascite a aussi son impor- 
tance et, comme il varie, on doit le déterminer dans chaque cas. 
Pour neutraliser les liquides trop alcalins, je me suis servi de 
V’acide lactique de préference aux acides minéraux, qui semblent 
entraver le développement. 


Maleré toutes ces précautions, la culture du gonocoque reste 
toujours chose assez délicate. Aprés une longue série de bonnes 
cultures, on observe quelquefois un ralentissement dans le déve- 
loppement, dont les causes souvent échappent. La production 
de toxine peut également varier dans des proportions considé- 
rables. Il est possible que des variations dans la composition 
du sérum d’ascite en soient Ja cause, mais nous sommes jus- 
quici réduits a des suppositions. 

Quand le développement est normal, la poussée est caracté- 
ristique, et on peut, d’aprés la marche de laculture, juger de la 
quantité de toxine qu’elle renfermera. Le développement est 
dabord trés rapide et abondant. a condition d’ensemencer avec 
une culture sur sérum de lapin, jeune de deux ou trois jours. 
Douze heures aprés l’ensemencement, le liquide est déja finement 
troublé dans toute son étendue. La poussée des premiers jours 
se fait de préférence vers la surface, qui se couvre d’un léger 
voile crémeux. Peu a peu le liquide s’éclaircit, et le développe- 
ment continue alors plus lentement au fond du ballon, ot il se 
forme une couche uniforme, grisatre, épaisse et visqueuse, qui 
adhére assez fortement au verre et qui envoie des prolongements 
légers, flottant dans le liquide, Si le développement se fait en 
grumeaux au fond du vase, ous’il reste confiné la surface, 
la culture ne produira que peu ou pas de toxine. La forte pous- 
sée se ralentit aprés quatre ou cing jours, mais les gonocoques 
continuent a se multiplier au fond, en formant de grandes colo- 
nies adhérentes, tandis que le liquide s’éclaircit entidrement. Ce 
mode de développement est aisé 4 suivre sur les préparations 
colorées a la thionine. On constate méme, aprés quatre semaines 
ou plus de culture, qu’a la périphérie de ces colonies, dont 
presque tous les individus sont morts et par conséquent peu 
colorés, il existe encore des germes qui se colorent fortement 
et qui gardent leur forme primitive. Tant qu’on trouve ces formes 
dans la culture, celle-ci est encore vivante et donnera de nom- 
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breuses colonies sur le serum de lapin. Cette poussée lente et 
presque cachée de gonocoques survivants apres la forte poussée 
du début ne manque pas d’analogie avec la maniére dont l’uré- 
trite aigué chez homme se change en inflammation chroni- 
gue, dont l’évolution excessivement lente est trés probablement 
due a la pullulation ralentie, mais persistante, des germes dans 
le tissu glandulaire profond de la muqueuse urétrale. 

La meilleure température, autant pour la production de la 
toxine que pour le développement de la culture, se trouve entre 
36° et 37°. Le développement est encore bon a 38°, mais la pro- 
duction de toxine diminue et la survie est beaucoup moins 
longue. 


* 
e * 


La production de toxine dans les cultures suit une marche 
tres réguliére, comme cela ressort du tableau ci-aprés, qui 
indique la toxicité des cultures a différentes époques de la 
poussée. 

Avant Vinjection, le liquide de culture était débarrassé des 
gonocoques par filtration sur talc. Par ce procédé, qui consiste 
a filtrer sur une légére couche de talc adhérant au papier a fil- 
trer ordinaire, on obtient une séparation parfaite du liquide et 
des gonocoques, qui restent surle papier grace a leur viscosité. 
La filtration sur porcelaine ne donne pas un bon résultat, elle 
est longue et la bougie retient une forte proportion de la 
toxine. Le filtre en terre d'infusoires laisse passer le poison en 
totalité. 

Les cobayes employés dans cette expérience pesaient de 250 
4 360 grammes. L’injection était faite autant que possible au 
méme endroit du cerveau, et la quantité de liquide injectée était 
toujours de 0,05 c. c. La dilution de la toxine a été faite avec une 
solution physiologique de chlorure de sodium stérilisée. Les 
chiffres indiquent la quantité réelle du liquide de culture 
injecté. 
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CULTURE AGEE DE 
Se tae SSS eee | ae 
| 2% heures. | 2 jours. | 4 jours. | 8 jours. | 20 jours. | 80 jours. | 40 jours, 
0,05¢°. O | aa a 
0,025 0 de 
OQ dcr aa _- | 4 
, 0,0005 | aie 
0.0025 | | = dle cap ae | 
| 0,004 | = - ane 
| 0,0005 | | Rad te =a es | 
9.000255 | | giao, 0 O° | 
| | | | | 


O indigque que l’animal n’a pas souffert de Vinjection. 

— indique symptémes manifestes d’intoxication sans mort. 

+ indique mort de animal 5 4 10 heures aprés l’injection. 

Ce tableau permet de constater que la production de toxine, 
faible apres 24 heures de développement, s’accroit rapide- 
ment pour alteindre le maximum vers le vingtieme jour, ou 
elle tue a la dose de 1/500° ou quelquefois 1/1000° de centi- 
métre cube. Cette force toxique reste stationnaire les jours 
suivants, et ne semble pas diminuer tant que la culture reste en 
vie. Dans les cultures mortes conservées a la température 
ambiante, méme a l’abri de la lumiére, la toxicité diminue assez 
vite Déja aprés quelques semaines, elle a diminué de moitié ou 
plus. Le mélange de toluol a la toxine la détruit vite. 

La toxine gonococcique se laisse précipiter en totalité de la 
culture par l’alcool fort, ou mieux par le sulfate d’ammoniaque 
en solution sursaturée, selon le procédé connu. Elle peut se 
redissoudre dans l'eau. Mais a la suite de ces manipulations, le 
poison subit sans doute quelque modification dans sa constitu- 
tion chimique, car, inoculé dans le cerveau, son action s’est 
ralentie, et la méme toxine, qui avant tuait en 5 4 10 heures, ne 
tue plus gu’au bout de 12 a 20 heures. Il ne s’agit pas ici d’un 
simple affaiblissement, car la dose mortelle reste la méme. 

Le degré de chaleur auquel la toxine gonococcique est 
détruite a été déterminé en chauffant la culture filtrée enfer- 
mée en tube clos au bain-marie. Dans une premiére série 
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Wessais,les tubes étaient plongés 15 minutes dans Veau tenue a 
la température voulue, et immédiatement aprés inoculée dans 
le cerveau de cobayes a la dose de 0,05 c. c. sans dilution 
préalable. 

Le résultat de ces expériences a été le suivant : 


Toxine chauffée & 60° : 
mort en 5 heures ef demi. 


==. = 65° / 

= — 70° mort en 8 heures. 

as — 75° Vanimal est tres malade, mais revient 4 la santé. 

— : 80° Vanimal n’a montré aucun symplome d’intoxication. 


Cette toxine supporte donc un chauffage d’un quart d’heure 
a 65° sans altération. De 65° a 75°, elle s’altére ; elle est détruite 
de 75° & 80°. 

Dans une autre série d’essais, j’ai constaté que la toxine 
supporte un chauffage de 90 minutes a 60° sans altération, car 
les animaux succombent dans les délais normaux; mais si on 
la chauffe a 70° pendant une demi-heure, elle s’altére manifes- 
tement, ne provoquant que des phénoménes passagers d’intoxi- 
cation. 

Une petite quantité de glycérine ajoutée a la toxine la pro- 
tége contre l'effet du chauffage, et la toxine glycérinée supporte 
sans altération sensible un chauffage a 80° pendant un quart 
d’heure. 

La toxine gonococcique n’est pas dialysable a travers une 
membrane de parchemin, car une solution de toxine, qui tuait 
a la dose de 0,002 c. c., n’avait rien perdu de sa toxicité aprés 
72 heures de séjour dans le dialyseur. Mais on observe ce phé- 
noméne intéressant que la toxine subit une modification analogue 
a celle qu’on constate en la précipitant du liquide de culture au 
moyen d’une solution de sulfate d’ammoniaque : c’est-a-dire 
que, tout en restant toxique ala méme dose, les phénoménes 
(intoxication changent. L’animal inoculé ne meurt plus en 
5 a40 heures comme avec la toxine normale, mais la mort arrive 
plus lentement, dans un délai qui peut varier de 20 jusqu’a 
60 heures. Pendant tout ce temps, l’animal intoxiqué reste comme 
accroupi, couché sur le flanc, incapable de se lever ou de 
prendre de la nourriture, ne faisant que quelques faibles 
mouvements avec les membres. Il est rare que la survie dépassé 
de 20 heures V’inoculation, mais j’ai vu quelquefois l’empoison- 
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nement trainer jusqu’a 60 heures aprés. Ce ralentissement ne 
s’explique que par quelque modification dans la constitution 
chimique de la toxine a la suite de la dialyse, mais il ne consti- 
tue pas un aflaiblissement réel de la toxicité, puisque la dose 
minima mortelle reste la méme qu’avant. 


On peut produire avec la toxine intacte une intoxication 
non mortelle en inoculant dans la masse cérébrale une dose de 
toxine suffisamment faible. Il est assez difficile de trouver juste 
la quantité qui ne tue pas, tout en étant assez forte pour pro- 
duire des phénoménes intoxication. Quand on y arrive, on 
observe a la suite de l'inoculation les phénoménes ordinaires 
de l’intoxication. L’animal reste blotti dans un coin de la cage, 
incapable de bouger. Il ne peut se tenir debout, le corps est 
secoué par des contractions généralisées, et il tombe sur le 
flanc en faisant de vains efforts pour se relever. Le cobaye se 
remet lentement de cette intoxication et semble revenir quelques 
jours aprés a |’état normal. 

L’animal qui a passé par une telle intoxication chronique 
est fortement immunisé contre une nouvelle injection cérébrale, 
et il supporte sans malaise une dose considérable de toxine. 
Il n’est pas nécessaire, dans ce cas, que l’injecltion soit faite 
dans le méme hémispheére, le cerveau entier est rendu réfrac- 
taire par le fait de la premiére injection. Voici a ce sujet une 
observation typique d’immunisation cérébrale. 

Six cobayes du poids de 300 grammes environ recoivent 
0,002 c. c. de toxine, qui tuait les animaux de contréle a la 
dose de 0,004 c. c. Les animaux sont manifestement malades, 
mais se remettent dans les 24 heures suivantes. Huit jours 
aprés, on leur injecte dans l’autre hémisphére une toxine de la 
méme force que la précédente a la dose de 0,02 c. ec. 

A la suite de cette injection, 2 animaux sont morts en 
présentant les phénoménes usuels de Jintoxication gono- 
coccique. Les 4 autres se remeltent apres avoir été gra- 
vement malades. Ceux-ci sont derechef fortement immu- 
nisés, car ils supportent 8 jours plus tard. l’injection d’une 
dose de 0,1 c, c. d’une toxine qui tuait Ala dose de 0,001 c. c., 
par conséquent une dose 100 fois mortelle. Ces animaux immu- 
nisés résistaient également al injection d’une émulsion de corps 
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morts de gonocoques, dont la toxicité pour le cerveau est 
considérable. 

Liimmunisation contre intoxication cérébrale peut égale- 
ment étre obtenue par l’injection sous-cutanée de fortes doses de 
toxine, Mais cette immunisation s'obtient bien plus lentement 
que par l’application directe de la toxine sur le cerveau. Les 
injections doivent étre faites pendant un temps assez long et A 
des doses considérables, comme cela ressort de l’expérience 
suivante, qui résume de nombreux essais. 

Un lot de 10 cobayes recoit dans le tissu sous-cutané des 
doses croissantes de toxine, en augmentant graduellement de 
9c, ¢. a 100 c. c. dans espace d'un mois. Un cobaye recoit 
au bout de 15 jours une dose de toxine qui tue le cobaye de 
contréle en 5 heures. Il meurt 6 heures aprés Vinjection. Méme 
résultat pourun animal inoculé aprés 3 semaines d’immunisation. 

Aprés un mois, 1 animal, sur 2 inoculés, résiste. Il était 
gravement malade et se remettait lentement de l’intoxication. 

Apres 6 semaines, les animaux avaient recu une dose totale 
de toxine de 160 c..c. A ce moment, 2 nouveaux inoculés 
résistaient encore a l’intoxication. Aprés 2 mois, les 4 ani- 
maux restant ont recu la dose totale de 300 c. c. Les pheéno- 
ménes dintoxication se sont maintenant fortement atténués. 
La santé des animaux est a peine influencée par une douse de 
toxine, qui tuait infailliblement les animaux de contréle dans 
Yespace de 5 a 6 heures. 

On voit done quil est parfaitement possible d’immuniser 
les animaux de Jaboratoire contre la gonotoxine. J’en avais 
déja donné la preuve dans un premier mémoire, mais la réalité 
de cette immunisation ayant été niée, il m’a semblé nécessaire 
d’en faire de nouveau la démonstration par la méthode d’ino- 
culation cérébrale, qui donne des résultats d’une si grande 
précision. 

Il était intéressant de fixer le degré de dilution de la toxine 
pouvant encore manifester sa présence dans luretre humain en 
produisant une légére urétrite, comme cela a été décrit préce- 
demment. Il est évident qu’on ne peut fixer cette dose avec la 
méme exactitude que pour les injections cérébrales, faute de 
sujets d’expérience, et parce qu’il arrive un moment ot la dia- 
pédése leucocytaire devient si minime qu’elle est difficile a 
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conslater. Toul ce qu'on peut indiquer a ce sujet, c'est quon 
observe encore une suppuration urétrale manifeste avec sécré- 
tion muco-purulente et sensation de brilure, en employant une 
dilution de toxine au 1/10° et en injectant 2 c. c. de cette dilu- 
tion dans la partie antérieure de l’urétre, ou on doit la laisser 
en contact avec la muqueuse pendant 2 ou 3 minutes, 


Linjection sous-cutanée de la toxine gonococcique a pour 
résultat la production d’une antitoxine dans l’organisme animal. 
Les expériences détaillées concernant la formation de cette 
antitoxine feront l’objet d’un travail ultérieur. Aujourd’hui, je 
me contenterai de donner sommairement les preuves de son 
existence dans le sang de chévres ayant recu de fortes doses 
de toxine dans le-tissu sous-cutané, preuves dont la démonstra- 
tion devient maintenant trés aisée, grace aux injections céré- 
brales, qui nous permettront également d’évaluer la force anti- 
toxique du sérum avec une exactitude trés suffisante. 

Les tres nombreux essais dans cette voie se résument 
ainsi. . 

[l est possible de neutraliser les effets de la toxine en la 
mélangeant, avant l’injection,avec une certaine quantité d’anti- 
toxine. Le mélange doit avoir lieu quelques heures avant l’in- 
jection, car la « neutralisation » de la toxine ne se fait pas 
immédiatement aprés le mélange, comme cela a lieu pour la 
plupart des autres toxines, et notamment le poison diphtérique ; 
mais elle demande un certain temps pour s'effectuer — de 3 a 
4 heures environ a la température de 15°’. Sans cette précaution 
on n’obtient pas le plein effet antitoxique. Il va sans dire que 
les expériences de contrdle ont prouvé que les mélanges de 
sang normal avec la toxine sont impuissants & produire un effet 
antitoxique quelconque. 

Liinjection cérébrale dun mélange de sérum ou de toxine, 
dans lequel la neutralisation est compléte, ne produit aucun 
phénoméne d'intoxication. L’animal remis de l’anesthésie ne 
présentera aucun symptOme morbide. Si la neutralisation n’est 
pas parfaite, on observera des phénomenes d’intoxication plus 
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ou moins violents, desquels animal peut se rétablir, mais qui 
peuvent aussi entrainer la mort dans un délai plus ou moins 
long. selon la quantité de toxine libre. La valeur antitoxique du 
sérum a été constamment en augmentation. 

Elle était, au mois de décembre dernier, telle que 0,5 c. c. 
de sérum antitoxique neutralisait 10 c. c. de toxine renfer- 
mant 5,000 doses mortelles. Quelques mois avant (mai 1899), 
sa valeur était beaucoup moindre, car il avait fallu 1 c. ¢. de 
sérum pour neutraliser 10 c. c. de toxine, dont la toxicité était 
assez faible (0,004 c. c.). Il est probable que, grace aux amélio- 
rations dans la préparation de la toxine et a l'emploi d’autres 
animaux que la chévre, on obtiendra des résultats de beaucoup 
supérieurs. 

Lreffet neutralisant du sérum antitoxique ne se manifeste 
pas seulement in vitro, mais il a aussi une action tres nette 
quand on linjecte dans la masse cérébrale avant ou simultané- 
ment avec la toxine. 

Voici a ce sujet une série d’essais oti lautitoxine et la 
toxine étaient injectées chacun dans un hémisphere. 

La dose de toxine était de 0.004 c. c., le double de la dose 
mortelle chaque fois vérifiée sur un animal de controle. La dose 
de sérum était de 0,05 c. ec. 


Numeéros. 

1 Injection de sérum 2 heures . \ mort en 5 heures. 

2 = Da aprés la toxine « mort en 5 heures. 

3 — 30 minutes mort en 6 heures. 

4 <a Simultanément avec la toxine. Reste vivant aprés avoir été gras 
vement malade. 

3 = 24 heures avant latoxine. L’animal est gravement mialade et 
meurt 20 heures apres avec un 
retard de 15 heures sur le con+ 
Lrole. 

6 _ a — -- Il ne semble pas souffrir de lVinjec- 
tion, Il court et mange comme 
a Vordinaire. 

i _— 2. = — -- Il donne des signes manifestes 
(intoxication, mais se remet 
assez vile. 

$ = 9% — — — Mort 7 heures aprés l’imjection de 
toxine. a 

) — 420 — — - Mort dans V’espace de 5 fides! 


Il semble done que immunité cérébrale obtenueavec ce sérum 
est assez fugace, et qu’elle ne dure guére au dela de trois jours. 
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Le sérum semble incapable d’arréter une intoxication com- 
mencée. Ce résultat était & prévoir, vu la vitesse avec laquelle 
cette intoxication évolue habituellement. 

Il est possible de prévenir l’intoxication cérébrale en injec- 
tant l’antitoxine dans le systéme veineux. L’effet est des plus 
nets, mais il faut que l’injection préventive soit faite quelque 
temps avant la toxine et la dose de sérum doit étre relativement 
considérable (0.5 a 1 ¢. ¢.) : 


Temps passé entre 


Nos Dose de toxine ~ Dose de sérum les deux injections. 

4 Orr, 04 0cs,5 simultanément Mort en 5 heures. 

2 0,04 0,75 ~ Mort en 5 heures. 

3 0,01 4 _ Mort en 5 heures. 

4 0,04 0.5 20 heures Mort en 40 heures. 

5 0,01 1 200 — Reste vivant apres 
avoir été gravement 
malade. 

iD 0,04 0.5 45 — Vivant, non malade. 

7 0,01 ie 48 — Vivant. 

8 0,04 4,5 ee Vivant. 


‘ La toxine était mortelle 4 la dose de 0ce,002. 


Le sérum ne produit donc une immunité solide qu’a la condi- 
lion d’étre injecté 48 heures avant la toxine. 

Pour que le sérum se montre efficace contre l’intoxication 
cérébrale en l’injectant par la voie péritonéale ou dans le tissu 
sous-cutané, il faut des doses considérables, et linjection doit 
étre faite 48 heures au moins avant la toxine. Dans ces condi- 
tions et en employant une dose de3 a5 c. c, de sérum, |’animal 
résiste et ne présente que des phénoménes atténués d intoxica- 
tion, méme avec des doses de toxine plusieurs fois mortelles. 
Avec des doses inférieures de sérum, on observe quelquefois de 
la survie aprés des phénoménes d’intoxication violente, mais le 
plus souvent les animaux meurent a peu prés en méme temps 
que le controle. 


Les expériences qui précédent peuvent se résumer dans les 
conclusions suivantes : 

Le gonocoque élabore en milieu approprié des substances 
toxiques qui, a faible dose et appliquées dans la masse cérébrale. 
aménent la mort des animaux en produisant des phénoménes 
d’intoxication caractéristiques 4 évolution rapide. 

La toxine se trouve en dissolution dans le milieu de culture. 
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Elic ne résulte pas d’une diffusion de toxine des corps morts des 
gonocoques, mais il s’agit d’un produit biologique, ne se for- 
mant que dans certaines conditions déterminées de culture. 

La gonotoxine n’est pas dialysable. 

Elle résiste & un chauffage de 60° pendant une heure au 
moins. Chauffée & 75° pendant 15 miautes, elle commence & 
s’altérer. 

Elle se laisse précipiter de la culture par une solution 
saturée de sulfate d’ammoniaque. 

L’injection de cette toxine dans le tissu sous-cutané des ani- 
maux de laboratoire produit la formation d’une substance 
antitoxique dans le sang. 

Cette antitoxine neutralise in vitro la toxine gonococcique 
injectée dans la masse cérébrale quelque temps avant la toxine, 
elle arréte les phénoménes d’intoxication. 

L’injection de Vantitoxine dans le systeme sanguin arréte 
également les effets de la gonotoxine dans le cerveau. 


RECHERCHES SUR LE ROLE 


DE LOXYGENE DANS LA GERMINATION 


Par M. P. MAZE 


Préparateur a l'Institut Pasteur. 


Il 


Les graines placées sur un substratum imbibé d'eau, expo- 
sées a lair & une température convenable, entrent générale- 
ment en germination au bout d’un jour ou deux. 

Si on prend la précaution de les recouvrir d'une couche 
d’eau de quelques millimétres d’épaisseur, elles ne germent 
pas. L’embryon se gonfle; la radicule peut quelquefois s’allon- 
ger de quelques millimétres; mais l’évolution s’arréte a ces 
premiers symptomes. 

Ce fait s’explique tres facilement, si l’on pense que les grai- 
nes placées sous l’eau laissent diffuser des substances alimen- 
taires qui favorisent le développement rapide des microorga- 
nismes; parmi ceux-ci, les espéces aérobies s’emparent de tout 
Voxygéne dissous, de sorte que le milieu ne réunit plus les 
conditions nécessaires & la germination des graines. On peut 
méme ajouter quelles ne sont guére mieux remplies dans un 
courant d'eau. Si l’accumulation des microbes dans la masse 
du liquide est rendue impossible, il n’en est plus de méme a la 
surface des graines: ils se fixent sur leur tegument et le tapis- 
sent dune membrane quelquefois imperceptible & Vceil nu, 
mais souvent suffisante pour priver l’embryon de Voxygéne qui 
lui est indispensable. 

La question presente plus dintérét lorsqu’on place les 
graines submergées & l’abri des perturbations causées par la 
-prolifération micrebienne. On constate encore que la germina- 
tion ne se produit pas. C’est certainement l’excés d’eau qui 
empéche l’évolution de la plantule. Mais rien n’autorise a attri- 
buer, @ priori, ce résultat a la pénurie d'oxygéne; on trouve 
parnu les produits diffusés ou élaborés par la graine des com- 
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posés organiques, comme les sucres,!’alcool; des matiéres azo- 
tées, parmi lesquels l’ammoniaque; des composés minéraux 
constitués par de l’acide phosphorique, de la potasse, du 
fer, etc... 

La graine en perdant du sucre, par exemple, se trouve pri- 
vée de substances capables de lui fournir de énergie sans 
exiger Vintervention de transformations endothermiques. On 
peut supposer aussi que la perte de matiéres organiques solu- 
bles la met dans l’impossibilité de constituer les diastases dont 
elle a besoin. 

On peut faire la méme remarque sur les composés miné- 
raux, car on connait aujourd’hui, par les travaux de M. G. 
Bertrand, le role important exercé par certains éléments miné- 
raux, comme le manganése, sur quelques actions diastasi- 
ques. 

On concoit donc qu il n’est pas tres prudent @affirmer, sans 
examen préalable, que la non-germination des graines sub- 
mergées est due exclusivement 4 une aération insuffisante. 

Je me propose d’exposer dans ce mémoire les résultats de 
mes recherches, sur ce point tout a fait spécial. J’aborderai 
également l’étude des conséquences de la submersion des 
graines sur Ja conservation du pouvoir germinatif; mais 
je n’examinerai pas, pour le moment, les actions diastasi- 
ques dont les graines ainsi traitées sont le siége, ou tout au 
moins n’y aurai-je recours que pour faciliter l’interprétation 
des résultats fournis par l’expérience. 


Pour bien préciser les causes de la non-germination des 
graines submergées, il faut établir la part qui revient a la perte 
d’une partie des matériaux solubles des cotylédons. 

Il est facile d’empécher ces pertes; il suffit en effet d’ad- 
ditionner le liquide ambiant de tous les composés que Jes graines 
lui cédent, et de chereher si les plantules évoluent dans des 
solutions minérales ou dans des solutions organiques, addition- 
nées ou non de glucose. 

Toutes ces précautions étant prises, on constate encore que 
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les graines restent, en apparence, a l'état de vie latente, exac- 
tement comme dans l’eau distillée. 

Ce résultat restreint le champ des investigations, et conduit 
a accorder une attention toute particuliére aux échanges gazeux 
entre les graines et le liquide qui les baigne. 

Si afflux de loxygéne vers les cellules cotylédonaires est 
entravé, la graine est soumise a une asphyxie partielle. Or 
nous savons par les travaux de MM. Lechartier et Bellamy‘, 
Pasteur *, Miintz*, que les fruits sucrés, les racines de 
betteraves, les plantes adultes privées d’air produisent de 
l’alcool. 

Il est done tout indiqué de rechercher la présence de l’alcool 
dans le liquide qui baigne les graines que je suppose privées de 
Voxygéne nécessaire a leur développement. 

J'ai examine dans ce but quelques espéces de graines. Le 
tableau suivant indique quelques-uns des résultats que j’al 
obtenus : 


Nature Durée de Quantité d’alcool 
des graines. Vexpérience en jours, p. 9/0 de poids sec des graines. 
Pois 12 4,63 
Mais 9 0,84 
Lupin 40 2,28 
Arachide 40 0,64 


Les graines étaient placées a la température de 22-232. Les 
chiffres de la derniére colonne verticale n’ont qu’une valeur 
qualitative ; ils ne sont pas rigoureusement spécifiques pour les 
semences auxquelles ils correspondent, car la quantité d’alcool 
produite dans un temps donné varie avec le volume d’eau qui 
baigne lunité de poids de graine, avec la profondeur du liquide 
et ’étendue de sa surface libre, etc. 

Ces résultats semblent contirmer l’hypothése de la pénurie 
WVoxygéne; mais ils ne permettent pas de formuler une conclu- 
sion ferme, puisque la transformation des sucres fermen- 
tescibles en alcool et acide carbonique est un phénoméne 


. 4. Lecuantier er Betuamy, C. A. 1869, t. LXIX, p. 356, 466; t. LXXIV, 4872; 
{874, t. LXXIX, p. 949 et 1006; 1875. 

2. C. R. 4872, t. LXXV, p. 789. 
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diastasique indépendant de l’intervention de Voxygéne gazeux. 

Admettons cependant provisoirement la justesse de cette 
déduction, et essayons d’interpréter le mécanisme de l’asphyxie 
des graines submergées; l'‘oxygéne arrive par voie de diffusion 
dans la masse du liquide aux cellules superficielles des cotylé- 
dons; la il se trouve absorbé en raison des besoins respiratoires 
du protoplasma cellulaire; s'il n’est pas entiérement consommé, 
il pénétre jusqu’aux couches sous-jacentes qui, a leur tour, en 
absorbent une autre portion, et ainsi de suite jusqu’aux régions 
les plus profondes ; mais si les cotylédons sont trop volumineux, 
il peut arriver qu’une certaine partie des cellules les plus éloi- 
gnées de la surface ne regoive plus d’oxygéne, et alors la plan- 
tule n’évoluera pas. En somme on congoit qu'il y ait des graines 
trés petites qui puissent germer dans |’eau distillée stérile, tan- 
dis que des graines volumineuses ne germent pas, en admet- 
tant, je le répete, que l’aération insuffisante des tissus cotylé- 
donaires soit la cause immédiate des effets que je viens de 
signaler. 

On a la l'image assez exacte de ce qui se produit dans une 
liqueur organique abandonnée 4 l’invasion libre des espéces 
microbiennes, Celles qui consomment l’oxygéne gazeux se 
développent dans les régions superficielles, le plus souvent en 
formant un voile. Elles interceptent ainsi tout ’oxygéne dissous, 
si bien que dans les parties profondes les cellules anaérobies 
peuvent se multiplier normalement. 

Remarquons maintenant que chez certaines espéces de 
graines, comme le pois par exemple, la production d’alcool est 
hors de proportion avec la quantité de sucres solubles contenue 
dans les graines normales; l’alcool formé peut atteindre 
10 pour 100 du poids sec des semences suivant les conditions 
de l’expérience. 

Cela prouve que, malgré la suppression apparente de l’ac- 
tivité vitale dans les graines submergées, la solubilisation et 
la gazéification des matériaux de réserve s’y poursuivent acti- 
vement. 

Le tableau suivant en donne une idée; les chiffres qu'il ren- 
ferme ont été obtenus en déterminant les pertes subies par des 
graines de pois placées dans l’eau distillée pendant un temps 
variable. 
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Lots. Poids sec Durée de Perte totale Perte 0/0 du 
des graines. Vexpérience. de poids sec. poids sec 
mgr. Jours, mgr. initial, 
Ne J 7,005 6 742 10,58 
Ne 2 6,084 12 1,054 17,35 
Ne 3 6,644 27 1,811 27,20 


Si on tue les graines en les portant dans l’eau distillée a la 
température de 100° pendant 5 410 miuutes, on constate qu elles 
cedent au liquide une quantité de matiéres solubles beaucoup 
plus faible que celles qui ont été éliminées par les deux der- 
niers lots du tableau précédent. 20 graines placées dans 40 c. c. 
d’eau ont laissé diffuser les quantités suivantes de substances 
séches : 


Lots. Poids sec Durée de Matiéres séches Perte 0/0 du 
des graines. Pexpérience. diffusées. poids sec. 
mgr. Jours. mer. Initial. 
Ne 4 3745 3 434 441,59 
Neo 2 4242 10 512 12,06 
Ne3 3952 15 499 42,50 


Comme on le voit, 100 parties de graines tuées,placées dans 
eau, perdent a peu prés 12 parties de matiéres solubles; 100 par- 
ties de graines vivantes, placées dans un volume a peu prés égal 
Veau distillée, lui abandonnent des quantités variables avec le 
temps, mais constamment croissantes, composés gazeux com. 
pris. 

Voila ce qui se produit chez Jes graines amylacées lors- 
quelles sont maintenues sous l’eau a l’abri des microbes. On 
peut se demander si les phénoménes de dégradation des 
réserves sont aussi actifs dans les graines oléagineuses placées 
dans les mémes conditions. 

Si le principe sur lequel on s’est guidé jusqu’a présent doil 
sortir du domaine de l’hypothése, on peut prévoir que les 
matiéres grasses resteronta peu prés intactes. 

Les transformations diastasiques dont les graines de pois 
sont le siége sont dues a des ferments qui n’exigent pas le con- 
cours de Voxygéne gazeux. La transformation de l’amidon en 
slucose se fait par vole d’hydratation; la dislocation des sucres 
fermentescibles en alcool et acide carbonique, opérée par la 
zymase, est une réaction indépendante aussi de la présence ou 
de Pabsence de Poxygéne libre, 
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Les huiles des graines oléagineuses paraissent au contraire 
exiger l’intervention de l’oxygéne libre pour devenir assimi- 
lables ; une aération insuffisante des graines aura done pour 
conséquence une atténuation des phénoménes qui président a 
assimilation des matiéres grasses. 

C’est la une conclusion facile 4 vérifier par l’expérience. 

D’autre part, si l’on peut constater la germination des 
graines de faible volume sous l’eau, on aura un argument de 
plus a l'appui de la méme conclusion. 

Examinons successivement ces deux questions : 

Pour étudier la digestion des matiéres grasses sous l'eau, 
jai employé des graines d’arachide (arachis hypogaea). Les 
huiles constituent la presque totalité des réserves ternaires de 
ces semences; les échantillons que j’ai utilisés renfermaient 
53,66 p. 100 de matiéres solubles dans l’éther sec. Le tableau 
suivant donne les poids des composés oléagineux retrouvés dans 
les graines aprés une submersion plus ou moins prolongée, ainsi 
que la perte de substances séches subies dans le méme temps. 


Lots. Poids sec Durée de la Matiéres grasses 0/0 Poids final Perte 
des graines submersion, du poids initial,a la fin des graines. 0/0 de sub- 
normales. de Vexpérience. stances 

mer. Jours. mgr, séches. 

No 1 40,905 10 92,80 40,065. 7,70 

Nor2 10,196 29 52,29 9,010 11,63 

Ne 3 40,554 59 51,98 8,989 14,82 

No4 445226 94 » 9,698 14,35 4 


L’examen de ces chiffres montre que les graines oléagi- 
neuses ne se comportent pas de la méme fagon que les graines 
amylacées lorsqu’elles sont submergées. La matiére grasse 
demeure a peu pres inattaquée, méme apres un séjour de 
plusieurs mois sous l’eau. Ce sont les sucres solubles, ’amidou 
et la matiere azotée qui sont consomimés presque exclusivement. 
L’arachide immergée produit de l’aleool (Y. p. 352) et on peut 
ajouter ici que, s'il ne s’en forme que des quantités relativement 
faibles, c’est parce que les matiéres grasses restent intactes et ne 
sont pas transformées en sucres fermentescibles. 


1. Les chiffres qui expriment les pertes des trois premiers lots ont été ¢ta- 
blis en déterminant l’extrait abandonné par les graines au lhquide ambiant aprés 
une ébullition de 15 20 minutes; ce procédé fournit un taux d’extrait trop éleveé, 
ainsi que le montre le lot n° 4, dont Vextrail sec a été Ctabli sans chauffage préa- 
lable. 
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En somme,tous ces faits confirment les prévisions @ priori. 

Tl en est de méme, ainsi qu’on va le voir, des observations 
faites sur la germination des graines de faible volume sous l'eau. 

Pour suivre Jeur développement, on peut faire usage de 
tubes a essai ordinaires, fermés avec du coton. On y introduit 
5c. c. d’eau distillée, eton stérilise & 120°. Les graines, stéri- 
lisées préalablement, sont réparties dans ces tubes, a raison de 
trois ou quatre et quelquefois plus, par tube. J’ai étudié de 
cette facon des cruciféres, comme le chou, le colza, le radis 
cultivé, la moutarde blanche, des légumineuses, parmi les- 
quelles la luzerne, le tréfle violet, le lotier (lotus). 

De toutes ces espéces, c’est le colza qui supporte le mieux 
la submersion : mais d’une maniére générale les cruciféres sont 
beaucoup plus résistantes que les légumineuses. 

Avec le colza, on voit poindre les radicules au bout de 3 ou 
4 jours a 22°; le cinquiéme jour elles ont déja quelques milli- 
métres de lungueur. Mais la germination est trés irréguliére; 
sur trois ou quatre graines, une ou deux au maximum évoluent 
lentement, mais a peu prés normalement; chez les autres, la 
germination débute quelquefois, mais ne se termine pas. 

Les graines exposées a lair libre produisent des tiges de 
3a 4 centimétres au bout de 5 jours. 

Les plantules submergées qui germent le mieux atteignent 
ce développement au bout de 12 jours. Elles présentent des 
allures qu’il est bon de signaler. Le plus souvent elles nagent 
entre deux eaux pendant un certain temps, puis les feuilles 
cotylédonaires atteignent la surface libre du liquide; a partir de 
ce moment, la plante se développe vite; la racine atteint le 
fond du tube et y prend un point d’apput, les feuilles séminales 
sortent du liquide, puis la germination s’achéve en quelques 
jours. 

Le tissu des feuilles submergées est lacunaire, et c eslerace 
a cette adaptation 4 la vie aquatique que la plantule peut se 
constituer une atmosphere interne dans laquelle elle puise son 
oxygéne. De plus, les bulles de gaz emprisonnées dans les 
lacunes font fonction de flotteurs,et la plante se rapproche de la 
surface libre du liquide. 

Les graines de chou germent aussi sous l’eau, mais elles 
Hottent tres rarement dans le liquide. Par contre, les cotylédons 
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s élargissent démesurément, de sorte que la surface de diffusion 
de Vair dissous est augmentée dans une trés grande proportion. 
D’une maniére ou de l'autre, quelques plantules finissent par 
sortir du liquide pour achever rapidement leur germination. 

Les graines de moutarde blanche et de radis cultivé sortent 
avec beaucoup plus de difficulté. 

Les graines de légumineuses manifestent également un 
commencement d’évolution; mais la germination ne s’achéve 
jamais; je tacherai d’en donner la raison plus loin. 

Ce n’est pas tout; dans un tube contenant 3 ou 4 graines, 
une seule plantule se développe a peu prés bien, une deuxiéme la 
suit avec beaucoup de retard; mais quand la premiére s’est 
épanouie dans l’air et qu'elle ne demande plus par conséquent 
au gaz dissous l’oxygéne nécessaire a son développement, la 
seconde évolue aussi et sort a son tour du liquide. 

Plus les graines sont nombreuses dans un méme tube, plus 
lente est ’évolution des plantules; dans un tube pourvu de 
36 graines de colza, aucune ne manifeste le moindre symptéme 
de germination au bout de 22 jours; dans un autre qui en 
renferme 16, 6 présentent 4 la méme époque des tigelles de 
5 a 10 millimétres de longueur. 

De tous ces faits on peut tirer les conclusions suivantes : 

1° L’oxygéne dissous est incapable de subvenir aux besoins 
des graines placées dans les conditions les plus favorables a la 
germination; 
2° Les petites graines qui germent dans l’eau distillée se 
constituent en quelque sorte une atmosphére interne, ce qui 
tend & montrer que Voxygeéne libre seul peut circuler assez 
rapidement dans ces tissus profonds pour empécher leur 
asphyxie; 

3° La vitesse de dissolution de l’oxygéne n’est pas assez 
erande pour permettre a ce gaz d’alimenter un grand nombre 
de graines dans un petit volume de liquide, ou des graines 
volumineuses placées dans des volumes d’eau aussi élevés que 
Von veut. 
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Il 


Toutes les expériences précédentes résolvent la question, 
mais d’une maniére indirecte en quelque sorte. Un procédé de 
démonstration directe consisterait & fournir 4 la plantule de 
loxygéne gazeux au sein du liquide. 

On peut y arriver de deux fagons différentes, soit en opérant 
sur des plantules pourvues de chlorophylle, soit en fournissant 
de l'eau oxygénée aux graines submergées. 

Les plantes pourvues de chlorophylle décomposent I’acide 
carbonique sous l’eau; oxygéne mis en fiberté s’accumule 
dans les lacunes et les vacuoles, de sorte que la plantule pos- 
sede ainsi une atmosphére oxygénée ; mais lasphyxie agit pen- 
dant la nuit, et c'est elle qui lemporte, car les plantes recou- 
vertes seulement de quelques millimétres d’eau ne peuvent pas 
en sortir. Le seul résultat que j’aie pu obtenir consiste dans une 
prolongation de Ja vie chez les plantules, si on les compare a 
d’autres dépourvues de chlorophylle et traitées de la méme fagon. 

L’emploi de Peau oxygénée ne conduit pas non plus a des 
résultats satisfaisants. 

Jai placé 5 lots de 10 pois dans de leau stérilisée par 
filtration a travers une bougie Chamberland et additionnée de 
quantités variables d’eau oxygénée. Chaque lot était placé dans 
50 c. c. de liquide capable de dégager les volumes suivants 
Voxygeéne gazeux. 


Lots. Oxygéne total Oxygéne disponible 
disponible par graine. 

C2c: Gi 

No 4 600 60 

Ne 2 300 30 

Ne°3 180 18 

No 4 120 42 

No 5 0 0 


Les graines du lot n° 1 flottent au bout de quelques heures 
dans le liquide; le dégagement d’oxygéne est siabondant que les 
léguments éclatent au bout de quelque temps; maisles germes 
n’ont pas poussé. 
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‘ Dans les lots ns 2, 3 et 4, les racines percent le tegument 
au bout de 20 heures; dans le n° 5, elles apparaissent au 
bout de 36 heures. Il y a donc une action manifeste de la part 
de leau oxygénée; mais les racines, au lieu de s’allonger nor- 
malement, s’enroulenten spirale, ce qui prouve bien quel’oxygéne 
naissant dégagé en abondance exerce en méme temps une 
influence nocive sur la germination. Aprés 48 heures. le lot n° 4 
présente une avance visible sur le lot n° 3, celui-ci sur le n° 2; 
tous trois conservent le pas sur le n° 5. Cependant, soit que 
Vinfluence nocive de eau oxygénée, établie par la marche du 
n° 4, ’emporte sur son action bienfaisante, soit au contraire qu'il 
n’y ait pas assez d’oxygéne, la germination ne se poursuit pas. 

Ul apparait néanmoins clairement que la présence d’oxygéne 
libre a imprimé une action énergique au développement de 
Pembryon. 


IV 


Puisque les graines submergées sont soumises a une 
asphyxie lente, on doit rechercher quelles sont les conséquences 
de ce traitement sur la vitalité de l’embryon, autrement dit 
sur la conservation du pouvoir germfnatif des semences, 

Ce probléme présente un certain intérét agricole : les graines 
confiées a un sol saturé d’eau sont placées a peu prés dans les 
mémes conditions que celles qu’on plonge au sein de leau. Il 
est intéressant aussi au point de vue de la physiologie végétale, 
car sa solution permettra de donner une explication rationnelle 
de la vitalité des graines sauvages répandues sur la terre par 
la végétation spontanée. 

Expérimentalement il est trés facile & résoudre. Il suffit en 
effet de placer les graines sur un tampon de coton appliqué sur 
le fond d’un tube & essai d’assez grande dimension, s’il s’agit 
de graines volumineuses, etde les recouvrirde 4 4 5 centimetres 
d’eau pendant un temps variable. On remonte le coton a la 
surface de l’eau au moment voulu; on expose ainsi les graines 
4 lair, et on observe ce qui se passe, 

La germination de graines de pois traitées de cette facon se 
produit déja avec un retard manifeste sur des graines normales 
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aprés quatre jours de submersion; le développement de la plan: 
tule est trés pénible au début; mais elle surmonte cet état de 
malaise au bout de trois ou quatre jours et donne naissance a 
une plante normale. 

Aprés huit jours de submersion, lembryon se développe 
encore, mais trés lentement; il est quelquefois impossible de 
distinguer, dans le tissu qui prend naissance, la moindre forme 
de foliole, de tige ou de racine. Parfois ’embryon n’évolue pas, 
et la graine, aprés quelques jours de repos apparent, forme des 
racines normales, longues et ramifiées qui partent des pétioles 
des cotylédons. On a ainsi toutes les manifestations possibles 
d’un végétal malade. 

Quelques graines font preuve d'une résistance particuliére ; 
on en rencontre, mais trés rarement, qui se développent nor- 
malement apres huit jours de submersion. Aprés douze jours. 
on peut considérer les embryons comme morts, mais non les 
cellules cotylédonaires, dans lesquelles la solubilisation et la 
gazéification se poursuivent eacore pendant longtemps 
(v. p. 356). 

On observe les mémes phénomeénes dans les solutions 
minérales avec ou sans sucre. 

Le mais est plus résistant; il peut supporter une submer- 
sion de plusieurs jours sans trahir le moindre trouble physiolo- 
gique. Passé ce laps de temps, on remarque que le retard de la 
germination s’accentue rapidement; aprés vingt jours de séjour 
sous l’eau les embryons sont tués. 

Les graines de colza et de chou résistent encore plus long- 
temps: ce n’est guére qu’aprés un mois de submersion que le 
pouvoir germinatif commence a s/atténuer. Au bout de deux 
mois, les plantules qui se développent sont chétives et difformes: 
beaucoup de graines ne germent pas. 

Les graines de luzerne, de lotier, de tréfle font preuve d’une 
résistance moins grande que les graines de cruciféres. D’une 
maniére générale on peut dire que les semences & réserves 
amylacées perdent leur faculté germinative beaucoup plus vite 
que les graines oléagineuses de volume a peu prés égal. 

Ces faits étant constatés, il s’agit maintenant d’en découvrir 
les causes. J’ai montré que l’alcool s’accumule dans le liquide 
qui baigne les graines; mais on ne peut pas lui attribuer la 
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mort des embryons lorsque les graines sont réparties & raison 
de une ou deux dans des tubes & essai qui renferment 10 c. c. 
d'eau distillée. Les semences doivent produire d’autres composés 
encore plus toxiques; c'est leur présence qu'il faut mettre en 
évidence. 

Dans ce but, il suffit de faire séjourner des graines dans l’eau 
distillée et de répartir ensuite la liqueur obtenue dans des tubes 
a essai préalablement stérilisés, dans lesquels on fera germer 
les graines normales stérilisées. J’ai employé une liqueur 
obtenueen faisant séjourner, pendantuntemps variable, 100 pois 
dans 100c. c. d'eau distillée, a la température de 22°, 

La germination s’effectue lorsqu’on fait usage d’une liqueur 
obtenue par un contact de huit jours avec les pois; mais elle 
présente un retard considérable sur le développement des plan- 
tules qui végétent dans l’eau distillée. 

L’apparition de la radicule se fait en 48 heures ; son dévelop- 
pement s’arréte dés qu'elle plonge de 1 ou 2 centimétres dans Ja 
liqueur. La tige continue de pousser lentement ; puis, au bout de 
plusieurs semaines, des racines secondaires partent de la base de 
Paxe principal avorté, envahissent tout le liquide, et la germina- 
tion va jusqu’a l’épuisement a peu prés complet des cotylédons. 

Dans une liqueur qui est restée 12 jours en contact avec les 
graines, la germination s’arréte définitivement dés que la radi- 
cule atteint environ 1 centimétre de longueur. 

On peut se demander si l’action de la solution précédente 
est spécifique, c’est-a-dire sans action sur la germination des 
espéces de graines différentes de celle qui l’a fournie. Les agro- 
nomes connaissent en effet cette particularité des légumineuses 
en général, qui rend impossibles plusieurs cultures successives 
d’une méme espéce sur un méme terrain, malgré tous les soins 
que l’on apporte 4 la restitution des éléments enlevés au sol 
par les premiéres récoltes. 

Les uns attribuent ce fait ala multiplication rapide des para- 
sites des racines, en particulier des anguillules. 

D’autres accordent plus d’importance a des excrétions nui- 
sibles des racines, qui, en s’accumulant dans le sol a la suite de 
quelques récoltes successives, génent le développement de la 
plante, et provoquent ainsi un abaissement dans le rendement 
des cultures. 
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L’action de la liqueur obtenue par la submersion des pois 
reléve évidemment de la théorie des excrétions; mais elle agit 
aussi sur le mais, dont elle retarde beaucoup le développement 
sans toutefois l’empécher, et sur la moutarde blanche qui y 
reste absolument inerte. 

Cette liqueur renferme donc un produit trés toxique pour des 
eraines trés éloignées des espéces qui l’ont élaboré, ce qui n’in- 
firme d’ailleurs, ni ne confirme aucune des deux hypotheses 
précédentes. 

On ne peut pas incriminer l’alcool; la liqueur n’en renferme 
pas 1 0/0. 

J’ai constaté que le composé en question n’est pas toxique 
pour les moisissures, en particulier pour Vaspergillus niger qui 
le détruit facilement. Si on répand en effet quelques spores de 
cette mucédinée sur des pois ramenés a l’air aprés une submer- 
sion de huit jours, incapables par conséquent de germer norma- 
lement, on remarque que la tige s’allonge assez vite dés que le 
mycélium a envahi les cotylédons, si toutefois ’embryon nest 
pas mort; il faut done admettre que la moisissure a brulé les 
produits nocifs accumulés dans la graine. 

On est conduit également a supposer que ces produits sont 
volatils, et voici pourquoi: on se rappelle que les graines nor- 
males germent dans un liquide qui a recu les excrétions de 
100 graines de pois pendant huit jours; j’ai dit également que la 
racine principale ne s’allonge plus dés qu’elle plonge de quel- 
ques millimétres dans la solution; mais les racines secondaires, 
développées plusieurs jours aprés, envahissent le liquide sans 
trahir aucune action nocive de sa part; les produits ont done 
disparu probablement par éyaporation lente. 

Ilestfacile d’établir par une expérience directe la volatilité de 
la substance en question : on distille & moitié 60 & 80 c. c. de 
la liqueur obtenue en plagant 100 pois dans 100 c. c. d’eau dis- 
tillée pendant 42 jours. On raméne ensuite au volume primitif 
par addition d’eau distillée stérile, et on répartit dans des tubes 
i essai flambés et fermés au coton. 

On chauffe, d’autre part, au bain-marie 4 100°, un volume aA 
peu pres égal de la méme liqueur dans un ballon scellé pendant 
toute la durée de la distillation; on laisse refroidir et on répartit 
également en tubes flambés. Cette liqueur renferme tous les 
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produits volatils élaborés par les pois; la premiére en est & peu 
prés privée. 

On fait germer des graines normales dans des tubes ainsi 
préparés. Elles se développent sur la liqueur distillée, quoique 
avec un retardprononcé sur celles qui germent dans |’eau pure; 
celles qui sont placées sur la liqueur chauffée en ballon scellé 
donnent naissance a une racine d’enyiron 1 centimétre, et la 
germination s’arréte. On a done éliminé par distillation la 
presque totalité des composés capables d’entraver le dévelop- 
pement des plantules. 

Si l’on recherche, par voie de déduction, quelle est la nature 
des produits volatils qui apparaissent dans la liqueur ainsi 
obtenue, on est conduit a penser que l’aldéhyde éthylique doit 
figurer parmi eux. 

L’aldéhyde est un antiseptique; elle est trés volatile; elle est 
susceptible d’étre brilée par les moisissures lorsqu’elle n’est 
pas trop concentrée ; sa formation au sein des cellules vivantes 
est possible, puisque celles-ci produisent de alcool. 

Pour la caractériser, j’ai fait usage de la fuchsine décolorée 
par Vacide sulfureux, préparée suivant les indications de 
M. U. Gayon. On stérilise par le sublimé 100 graines de pois et 
on les place dans 100 c. c. d’eau distillée, stérilisée a 120° pen- 
dant quelques jours. Or distille le tout dans des tubes a essai 
jaugés de 40 c. c., dans lesquels on introduit préalablement 
5c. c. de fuchsine décolorée; on les maintient dans la glace 
fondante jusqu’a ce que, par distillation, on ait complété les 
40 c. c. On constate ainsi que la fuchsine rougit trés nettement 
sous l'influence des produits qui ont passé a la distillation; la 
liqueur primitive renferme donc de l’aldéhyde, qui sy trouve 
méme en quantités dosables: le méme procédé permet de la 
déterminer facilement au 1/2 milligramme, il suffit de faire 
usage d’une échelle colorée préparée avec une solution d’aldé- 
hyde pure de titre connu. Voici les chiffres trouvés dans des 
liqueurs obtenues en maintenant 100 grammes de pois dans 
100 c. c. deau distillée pendant des temps variables 4 la tem- 
pératare de 22°; 
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Lots Durée de Quantité @aldéhyde 
de graines. ja submersion. produite, 
Jours. mgr. 
4 3 2 
2 5 6,6 
3 7 8,25 


Si d’autre part on place 100 graines tuées 4 ’ébullition pen- 
dant 10 minutes dans 100 cc. d’eau renfermant 1 ec. ¢. 5 
d’alcool, on constate qu’d la mémetempérature de 22°, et pendant 
le méme temps, la quantité d’aldéhyde formée est insignifiante. 
La transformation de l’alcool en aldéhyde est un phénoméne 


doxydation que les graines vivantes activent'. 


4. Les faits déja aeuis nous permettent d’examiner le sort des graines confites 
au sol ou répandues spontanément 4 sa surface. 

On sait que les cultivateurs se refusent toujours a faire les semailles pendant 
que la terre est gorgée d'eau ; cette terre n’est pas saine, et la levée des graines 
se ferait trés mal. Il suffit de rappeler que les semences incorporces au sol dans 
ces conditions sont placées dans une situation & peu prés identique & celles que 
j'ai soumises & la submersion, pour comprendre qu’elles sont condamnées a perir 
au bout de quelques jours. 

On peut méme ajouter qu'une sccheresse qui surviendrait immédiatement 
apres ’ensemencement serait impuissante a prévenir le mal, car les especes mi- 
crobiennes du sol se chargent de l’accomplir. Les graines turgescentes placées 
dans une terre saturée d’eau laissent diffuser une partie de la substance soluble 
qu’elles renferment: chaque semence constitue done un centre d’alimentation 
pour les microorganismes;: ceux-ci ne tardent pas a l’enfermer dans une mem- 
brane vivante plus ou moins compléte, suffisante pour intercepter Vacces de 
Voxygeéne nécessaire ala germination. L’asphyxie peut donc se poursuivre dans 
un sol méme ressuyé; la graine ne tarde pas a mourir. 

Les semailles ne peuvent donc se faire que dans un sol bien ressuye, bien 
ameubli, dans lequel les semences, tout en trouvant un taux d’humidité suffisante, 
pourront conserver le contact immédiat avec l’air qui remplit les vides laissés 
par les particules terreuses. 

Les graines des plantes sauvages ripandues en été et en automne a la surface 
de la terre peuvent conserver leur pouvoir germinatif jusqu’au printemps suivant, 
ala faveur dela sécheresse ou des basses températures de Vhiver qui arrétent le 
travail des diastases. Celles qui, & cette époque, sont placces dans des conditions 
favorables a la germination se déyeloppent; mais celles qui ont été enfouies par 
les labours effectués en hiver se trouvent comme encastrées par le tassement 
dans les particules terreuses. La germination devient alors impossible, carl’oxygene 
qui circule dans les espaces libres du sol ne peut pas pénétrer au centre de ces 
particules ; les microbes aérobiesl’interceptent; la vie anaérobie y est seule possible. 
Les graines enfovies dans un sol tassé sont placées dans des conditions qui rap- 
pellent, au point de vue de lair, celles qui sont réalisées sous Veau; lorsque la 
température estivale permettra aux diastases de dissoudre les aliments de réserve, 
elles seront soumises a une asphyxie lente. Quelques mois de ce réginie et elles 
ne pourront plus germer méme au contact de lair. 

Les exemples de longévité des graines enfouies rapportés dans les manuels de 
physiologie végétale ont ¢té recueillis 4 la suite d’observations trop superficielles. 
Si Pon a vu des graines de moutarde germer dans des tranchées profondes récem- 
ment ouvertes, dans un sol qui n’avait pas été exposé a lair depuis des années; 
si l’on a remarqué que la digitale apparait ala suite des travaux analogues dans 
des régions ou elle Ctait absente, ce n’est pas parce que les graines enfouies atten- 
daient leur mise au jour pour germer, mais tout simplement parce que les 
outils ou les chaussures des terrassiers les y avaient transportées. 
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On trouve également de l’aldéhyde dans le liquide qui baigne 
des plantules de pois submergés. J’ai déja montré que les plan- 
tules ainsi traitées formentdelalcool (C. R., t. CXX VU, p. 1608). 
Cet alcool est oxydé dans des proportions assez grandes. C’est 
ainsi que huit plantules de pois, agées de huit jours, placées sous 
eau pendant quinze jours, ont produit 10,5 milligrammes d’aldé- 
hyde. 

Des cotylédons privés de leurs embryons, disposés sur des 
perles de verre imbibées d’eau, en produisent aussi des quantités 
sensibles. 

Sil’on rappelle que les corps poreux, comme la mousse de 
platine, le charbon pulvérulent, possédent la propriété de trans- 
former l’alcool en aldéhyde en présence de lair, on peut faire 
observer avec raison que les graines des pois oxydent 
Palcool suivant le méme mécanisme; mais il est cependant 
incontestable que leur qualité d’étres vivants leur permet d’im- 
primer au phénoméne une impulsion qu’on n’observe plus lors- 
qu'on fait agir des graines luées. 

Est-ce une action d’ordre purement chimique, ou bien est-on 
en présence d’un processus physiologique normal? En d’autres 
termes, la transformation de l’alcool en aldéhyde s’accomplit-elle 
sous Vinfluence d'une diastase oxydante qui a sa place marquée 
au nombre de celles que la cellule vivante meten jeu? L’examen de 
cette question sortdu cadre que jemesuis imposé dans ce mémoire. 

Je me contenterai d’exposer ici quelques arguments en 
faveur de cette derniére hypothése, ce qui ne veut pas dire que 
je considére le probleme résolu. 

Considérons d’abord ce qui se passe dans les graines oléagi- 
neuses soumises 4 la submersion. Les huiles qui sont solubi- 
lisées en quelques jours par voie d’oxydation dans les graines qui 
eerment normalement restent intactes sous l'eau, parce que l’oxy- 
géne dissous est insuffisant pour effectuer cette transformation. I 
apparait donc clairement que les diastases fixatrices d’oxygéne 
ne peuvent remplir leur réle dans la profondeur du liquide. 

D'une maniére générale, la dégradation d’une substance sous 
Vinfluence de diastases s’arréte au terme dont l’élaboration 
ultérieure exige l’intervention d’une oxydase. 

J’ai démontré d’autre part que la germination des graines ne 
peut s’aceomplir, précisément a cause de Vinertie de ces diastases, 
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C'est dire que le terme alcool, composé doué de peu d’affi- 
nités chimiques, auquel s’arréte la dégradation des hydrates de 
carbone, doit subir une oxydation ultérieure, et se transfor- 
mer en aldéhyde, composé qui posséde une puissance de com- 
binaison remarquable. 

Tout se passe donc comme si la croissance de la plantule 
était la résultante d’un certain nombre d’actions diastasiques 
dont ’équilibre ne saurait étre rompu a aucun moment de la vie 
du végétal. En particulier, la privation partielle d’oxygene 
eazeux le condamne & périr d’asphyxie par l’accumulation de 
produits toxiques qui, dans les conditions normales, n’apparais- 
sent que d’une facon transiloire et ne sont pour ainsi dire jamais 
libres dans le protoplasma cellulaire *. 

La transformation de l’alcool en aldéhyde, en admettant 
qu’elle constitue un acte physiologique, n’infirme nullement les 
résultats que j aiexposés danslanotedes C. #..t. CXXX, p. 424. 
Au contraire, on ne comprend pas bien comment l’alcool peut 
étre utilisé par la plante, tandis que la formation transitoire 
daldéhyde fait tomber toutes difficullés d’interprétation. Le 
rapport du poids de plantule élaboré au poids perdu par les 
cotylédons reste toujours égal a 1/2, car la perte de deux atomes 
d’hydrogene de Valcool ne laffecte que dans une proportion 
insignifiante. 

Il y a plus; la dislocation des sucres fermentescibles en 
alcool et acide carbonique nous donne bien un des termes du 
quotient respiratoire ; mais l’absorption d’oxygéne ne nous était 
pas apparue jusqu’a présent, du moins dans les graines amyla- 
cées, Or la formation d’aldéhyde prouverait que l’absorption de 
Yoxygéne se ferait dans un rapport tel, que le quotient respira- 
toire ne put étre qu’égal a Vunité, ce que l’expérience a démon- 
tré maintes et maintes fois. Il est vrai que les graines amyla- 
cées renferment aussi des matiéres azotées dont la dégradation 


4. La germination des graines de colza et de luzerne sous l'eau vient & Vappui 
de cette conception. Dans les premiéres, les matiéres grasses sont oxydées len- 
tement; la production d’alcool qui exige la formation préalable de glucoses est 
done lente aussi, de sorte que l’oxygéne dissous peut l’oxyder & mesure qu il 
prend naissance ; l’équilibre des actions diastasiques se maintient. Dans les grai- 
nes de luzerne qui sont amylacées, la production d’alcool va plus vite que la 
consommation, léquilibre est détruit, il y a accumulation du résidu de la 
dégradation des réserves dans le liquide ambiant; l’'asphyxie est plas lente que 
dans les graincs volumineuses comme le pois, mais plus rapide que dans les 
praines oléagineuses de volume correspondant comme le colza, 
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doit influer sur les échanges gazeux, bien qu’ onnel’ait pasencore 
démontré jusqu’ici. 

Si lon remarque en effet que l’azote se concentre de plus en 
plus dans les résidus azotés dela digestion, au nombre desquels 
figure l’'ammoniaque, on est obligé d’admettre que ce travail 
s‘accompagne de la mise en liberté de résidus ternaires que les 
diastases transforment ensuite dans un sens déterminé par leur 
nature. Ainsi on peut trés bien admettre que l’acide de la leucine. 
par exemple, puisse étre transformé en un sucre en C* comme 
les acides gras des huiles. 

Je dois rappeler enfin que lanalyse des végétaux entiers 
a montré que lerapportde l’hydrogéne a l’oxygéne qui font partie 
de la plante n’est pas le méme que dans l'eau, bien qu’elle 
soit formée exclusivement a partir des hydrates de carbone 
fournis par la fonction chlorophyllienne, et des éléments miné- 
raux empruntés au sol. Ce rapport est plus grand que 1/8. 

On ignore la raison de ce fait; si l’on considére l’aldéhyde 
comme étant le noyau des sucres que le protoplasma yivant 
incorpore a sa substance, on en a tout de suite l’explication. La 
plante peut méme élaborer une certaine quantité de substances 
chez lesquelles le rapport H/O est plus petit que 1/8, sans altérer 
le sens des indications fournies par l’analyse. 

Mais, je le répéte, toutes ces considérations ne sauraient pré- 
valoir contre une expérience directe. 


CONCLUSIONS 


La non germination des graines submergées est due a une 
insuffisance d’aération, 

Les graines, tout en paraissant conserver l’état de vie latente, 
lorsqu’elles sont placées sous l’eau, sont ie siege de transfor- 
mations diastasiques nombreuses. Les diastases hydrolysantes 
en particulier et la zymase conservent une activité comparable 
a celles qu’elles déploient dans les semences qui germent norma- 
lement, 

Par contre, les diastases oxydantes ne peuvent pas produire 
au sein d’un liquide les oxydations que nécessite |’élaboration 
des aliments de réserve, et c’est pour cela que les embryons de 
plantules restent inertes. 
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Siles graines sont petites comme les graines de cruciféres 
par exemple, elles peuvent se développer lentement en se cons- 
tituant une atmosphere interne dans laquelle elles puisent l’oxy- 
géne nécessaire a la respiration. 

Les graines amylacées perdent rapidement leur pouvoir ger- 
minatif sous eau; les graines oléagineuses sont plus résis- 
antes; mais rien n’autorise & admettre que les semences d'une 
espéce végétale quelconque résistent longtemps ace mode de trai- 
tement. ; 

L’atiénuation de la vitalité des germes dans les graines sub- 
mergées est due & l’accumulation de produits toxiques, en par- 
ticulier de l’aldéhyde, dans le liquide ambiant. 

Tous les faits ohservés montrent que le développement de la 
plante, aux dépens des réserves séminales, semble étre la résul 
tante d’un certain nombre d’actions diastasiques, dont Péqui- 
libre ne peut jamais étre troublé sans causer la mort, a bref 
délai, du végétal. 

On a vu par quel moyen on peut le rompre en entravant 
Paccés de loxygéne. 

La température est un facteur sur lequel on peut agir avec 
une précision plus grande encore; il serait intéressant aussi 
d’étudier l’action d’une température élevée sur la marche de la 
nutrition. A une température trés basse, on peut prévoir que les 
dégagements gazeux cessent sans que la vie soit détruite, puis- 
que les échanges gazeux ne traduisent que des actions diasta- 
siques. Ceci a été démontré Wailleurs; on peut prévoir égale- 
ment que la sécheresse absolue doit conduire au méme 
résultat. 
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